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1. Introduzione 
 
 
1.1 Caratteristiche dell’ospite: Chrysanthemum indicum 
Il Crisantemo (figura 1) è un genere di piante 
angiosperme dicotiledoni della famiglia delle Asteraceae che 
comprende piante erbacee perenni o annuali, originarie di 
molte parti del mondo, dall'Europa alla Cina, con numerosi 
ibridi e varietà coltivate come piante ornamentali in 
floricoltura e nel giardinaggio. 
E’ stato importato dall’Europa fino al Nord America nel 
1798. Nel 1850 è stata istituita negli USA la società “Golden 
flower of the Orient” che si occupava di specie esclusivamente 
a fioritura autunnale mentre quarant’anni dopo sempre in 
America, a New York, nasce la Chrysantemum Society of 
America. L’istituzione di due grandi società americane in così 
breve tempo, che si occupano esclusivamente dello sviluppo e 
del commercio delle sole varietà di Crisantemo sta ad indicare 
ancora una volta 
l’importanza che ha 
assunto questa 
coltura 
nell’economia 
mondiale delle 
specie ornamentali 
sin dai tempi remoti  
Nel 1930, con 
la scoperta del ruolo 
determinante del 
fotoperiodismo 
nell’induzione della 
fioritura in 
Fig.1 – Crisantemo  www.jetplant.it 
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Crisantemo, si iniziò a coltivare le piante in ambienti a 
illuminazione programmata (serre o vivai) garantendo lo 
sviluppo del fiore in qualsiasi periodo dell’anno. 
Da quel momento la coltivazione di piante di Crisantemo 
è diventata, ed è tutt’oggi, la coltura ornamentale più popolare 
e diffusa nel commercio florovivaistico mondiale. (Kenneth et 
al., 1997). 
La pianta di Crisantemo viene coltivata per la produzione 
di fiori recisi oppure in vaso ed è apprezzata per la possibilità 
di realizzare colture programmate con fioritura continua 
durante tutto l’anno, per la lunga durata in vaso dei fiori recisi, 
e per la grande variabilità di colore dei fiori (è escluso solo il 
blu). 
La propagazione si effettua principalmente per talea o 
tramite i polloni radicali; al seme si ricorre solo per la ricerca 
di nuove cultivar con strategie di breeding. 
L’impiego dei polloni è diffuso maggiormente nelle 
specie coltivate per la fioritura autunnale: vengono prelevati in 
primavera alla base di piante di circa un anno di età già 
provvisti di radici e senza presentare quindi problemi di 
attecchimento. 
Unico inconveniente nell’impiego di queste strutture è la 
facile conduzione di fenomeni degenerativi nonché la 
trasmissione di malattie dalle vecchie piante a quelle nuove. 
La propagazione per talea viene invece realizzata da ditte 
specializzate mediante allevamento di colture in ambiente 
controllato ed attuando le moderne tecniche di risanamento e 
prevenzione nella trasmissione di malattie infettive. 
Le piante madri vengono coltivate in bancali su substrato 
sterile per una produzione media di circa 10/15 talee ognuna; 
fondamentale per il loro sviluppo sono le concimazioni che 
devono mantenere un rapporto a favore dell’azoto: N:P:K = 
3:1,2:1,5. 
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Le talee vengono raccolte quando hanno sviluppato 4/5 
foglie della lunghezza di 3/5 cm e sono poste in serra di 
radicazione su bancali riscaldati a 16/20°C. La temperatura 
esterna dell’aria è mantenuta a 15°C e il substrato utilizzato 
per la crescita delle radici è perlite con l’aggiunta di 
percentuali dal 30 al 50% di torba. Per ottenere uno sviluppo 
rapido e regolare della corona delle radici si può ricorrere 
all’impiego di ormoni rizogeni che ne stimolano la crescita. La 
radicazione si completa in un periodo di circa 3 settimane. 
Una volta raccolte, le talee sono conservate nelle condizioni 
sopra descritte per circa 3 giorni, altrimenti sono mantenute 
per un periodo di 3/4 settimane in sacchetti di plastica posti in 
frigo a temperatura non superiore ai 5°C con un’umidità 
relativa del 80/90%. 
Per quanto riguarda le esigenze climatiche, il Crisantemo 
è una pianta brevidiurna che fiorisce spontaneamente a fine 
ottobre. La precisa risposta a trattamenti fotoperiodici 
consente di ottenere la fioritura delle piante in qualsiasi 
periodo dell’anno impiegando gli impianti di oscuramento 
(figura 2) e di illuminazione artificiale. Il periodo critico della 
lunghezza della notte è di 9,5 ore, ma per ragioni di sicurezza 
l’oscuramento artificiale 
deve garantire 12 ore di 
buio (dalle 19 alle 7 del 
mattino). Questo 
intervento si rende 
necessario nel periodo 
dal 15 marzo al 15 
settembre quando la 
lunghezza del giorno 
impedirebbe la fioritura. 
Analogamente nei mesi 
fra Agosto e Maggio, per 
Fig.2 - Serra oscurante - 
www.progettarearchitettura.it 
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impedire che l’induzione a fiore sia troppo precoce è 
necessario effettuare l’illuminazione artificiale mediante 
impianti di night-break o cycliclighting. 
Le esigenze termiche del Crisantemo variano fra le 
diverse cultivar: varietà termoneutrali sviluppano fiori a 
temperature comprese tra 10 e 27°C con valori ottimali 
intorno a 16°C; varietà termopositive richiedono temperature 
di 16°C tollerando 
fino a 25°C; varietà termonegative differenziano fiori a basse 
temperature (10/15°C) e sono danneggiate da temperature 
superiori ai 16°C. 
Le varietà impiegate per la coltura programmata devono 
essere omogenee nei riguardi delle esigenze termiche: in 
generale si può dire che temperature notturne di 15/16°C 
risultano ottimali per la maggior parte delle specie oggi 
coltivate mentre durante il giorno i valori ottimali sono 
compresi fra 20/25°C. 
Per soddisfare le esigenze nutrizionali delle colture di 
Crisantemo sono richiesti terreni arricchiti di sostanza 
organica ed elementi nutritivi, ben drenati e con valori di pH 
compresi fra 6 e 7,2 che possono essere integrati con 
l’aggiunta di letame (o torba) e concimi fosfatici e potassici in  
quantità idonee calcolate sulla base di accurate analisi 
chimiche del terreno. 
Il Crisantemo è fortemente suscettibile alle variazioni di 
umidità nel terreno, reagendo alla carenza idrica con arresto 
della crescita. 
Risulta quindi conveniente mantenere elevata e costante la 
dose di acqua nel suolo con frequenti irrigazioni o metodi di 
distribuzione automatica per impedire inoltre un eccessivo 
innalzamento della salinità nel substrato in relazione ai 
massicci apporti di concime. 
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1.2 Descrizione generale delle patogenesi vascolari 
Sin dai primi anni 40 l’industria floricola del Crisantemo 
è stata colpita da forti cali produttivi che ne minacciavano 
l’economia, dovuti principalmente all’insorgenza di malattie 
vascolari di natura fungina che colpivano le colture. 
I fattori fondamentali nella diffusione di queste fitopatie erano 
l’uso di strumenti di lavoro contaminati, l’impiego di 
materiale vegetale infetto durante le tecniche di propagazione 
e l’inadeguatezza e l’incompetenza dei propagatori dell'epoca 
(Kenneth et al., 1997). 
I principali agenti causali che determinano malattie 
vascolari, definite in senso generale tracheomicosi, 
appartengono a diversi generi: i più importanti risultano 
tutt’oggi appartenere a diverse specie di Verticillium e, a 
specie e forme speciali di Fusarium. Tracheofusariosi (nel 
caso di Fusarium) e tracheoverticillosi (nel caso di 
Verticillium) sono accompagnate da manifestazioni esterne 
riconducibili a nanismo, appassimento, giallume e necrosi 
(Klosterman et al., 
2009).  
Questi diversi 
sintomi compaiono 
contemporaneamente o 
in successione oppure 
possono prevalere uno 
sull’altro in funzione 
della pianta ospite, del 
patotipo del parassita e 
delle condizioni 
ambientali. 
Caratteristica più 
specifica e costante è 
invece l’imbrunimento 
Fig.3 - Imbrunimento dello stelo in 
Soia - www.agricoltura.regione.emilia-
romagna.it 
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più o meno accentuato delle foglie, degli steli (figura 3) e 
dell’apparato vascolare che va pertanto assunto come 
elemento diagnostico di prim’ordine. Possono essere colpite 
da tracheomicosi piante in tutti gli stadi di sviluppo ma, 
almeno nel caso di specie erbacee sono le infezioni precoci, 
prima o subito dopo il trapianto, a causare i danni economici 
di maggior entità. 
Le infezioni si verificano solitamente attraverso le 
porzioni apicali delle giovani radichette in corrispondenza 
delle quali la suberificazione dell’epidermide è ancora 
incompleta. 
Conseguentemente l’accesso del patogeno nel cilindro 
centrale è facilitato o attraverso le ferite causate da operazioni 
di trapianto, nematodi, insetti o dalla stessa emissione di 
radici laterali. 
La penetrazione in assenza di ferite è più facile nelle 
radici di alcune piante piuttosto che di altre ed è comunque 
favorita dalla presenza di inoculi particolarmente abbondanti 
e virulenti. 
I parassiti vascolari avendo una scarsa propensione a 
svilupparsi nei parenchimi, ma trovando nei vasi un rifugio 
per proteggersi in parte dalle reazioni di difesa delle cellule 
vive, non provocano in genere estesi marciumi dell’apparato 
radicale. 
Nelle cellule dell’epidermide, ipodermide e cortex delle 
radici provocano ispessimenti della parete in corrispondenza 
dei punti di penetrazione che si possono evolvere in papille e 
lignituberi, caratteristiche formazioni coniche con base 
poggiante sull’interno della parete cellulare che crescono tra 
la parete stessa e il plasmalemma in seguito a deposito di 
callosio e lignina attorno all’ifa di penetrazione del patogeno. 
L’ifa, di diametro ridotto, degenera al loro interno riuscendo a 
crescere più velocemente delle strutture fisiche di difesa, 
sfuggendone e riprendendo il suo diametro normale. Giunto 
  Introduzione 
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nei vasi legnosi il patogeno si sviluppa producendo conidi che 
verranno trascinati dalla corrente xilematica fino ai setti 
trasversi punteggiati in corrispondenza dei quali la 
terminazione di un vaso è raccordata all’inizio del vaso 
successivo. 
Il fungo attraversa suddetti setti con nuovo micelio e 
produce nuovi conidi grazie ai quali, con un processo a salti, 
estende l’invasione verso l’alto. 
La colonizzazione dello xilema è accompagnata da 
deposito di gel o gomme di natura pectinica ed emicellulosica 
(dapprima sui setti trasversi fino sulle pareti laterali dei vasi) e 
da formazione di tille. 
La formazione di gomme può dipendere da gelificazione 
dei prodotti di degradazione della parete dei vasi operata da 
enzimi (specialmente pectolitici) del patogeno, da enzimi 
della stessa pianta attivati in risposta all’infezione e/o da 
estrusione nel lume dei vasi di materiali gommosi delle 
cellule annesse. 
In effetti queste ultime rispondono all’infezione non solo 
con ipertrofie che si traducono in tillosi e con iperplasie 
(figura 4) capaci di 
delimitare e sostituire vasi 
o gruppi di vasi infetti, ma 
anche con fenomeni 
degenerativi irreversibili 
come imbrunimenti e 
gommificazioni. 
Nell’economia della pianta 
la funzione di gomme, tille, 
iperplasie, consiste nel 
delimitare e chiudere le 
sacche di invasione di 
microrganismi estranei. 
Fig.4 - Strutture chimiche di difesa 
nei vasi xilematici di piante affette da 
tracheomicosi - 
http://apsjournals.apsnet.org/loi/phyto 
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In realtà questi processi quando, come nelle piante 
suscettibili, non circoscrivono immediatamente il patogeno, si 
traducono in blocchi via via sempre più estesi del trasporto 
xilematico. 
In virtù della sua portata sovraottimale e della fitta rete 
di connessioni tra vasi e fasci fibrovascolari che consentono il 
facile aggiramento delle occlusioni, la disfunzione di una 
parte anche importante dell’apparato vascolare del fusto non è 
necessariamente seguita da sintomi esterni evidenti. 
L’appassimento o l’avvizzimento diventano per contro 
inevitabili quando il patogeno colonizza l’apparato vascolare 
dei piccioli e delle nervature fogliari, non ridondanti e privi di 
connessioni laterali (Matta, 1996). 
 
 
1.3 La Verticillosi del Crisantemo 
Le specie di Verticillium patogene per il Crisantemo 
sono: Verticillium dahliae e Verticillium alboatrum  
Entrambe sono estremamente polifaghe: un elenco 
redatto nel 1957 già riportava circa 350 specie di piante ospiti 
e decine di nuove sono state segnalate successivamente. 
Ambedue le specie presentano fruttificazioni conidiche 
costituite da fialidi ialine a forma di verticillo disposte in 
successione lungo un asse conidioforo principale, producenti 
conidi di dimensioni minute, continui e spesso riuniti in false 
teste sulla fialide. 
Le modeste e incostanti differenze riscontrate nella 
forma conidica non sarebbero sufficiente motivo di 
distinzione delle due specie. 
Al contrario un fattore discriminante per 
l’identificazione risulta essere la produzione di diverse 
strutture di sopravvivenza: 
  Introduzione 
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• Verticillium dahliae produce microsclerozi (figura 5) 
assicurandosi la persistenza nel terreno per lunghi periodi; 
• Verticillium alboatrum 
sopravvive invece grazie 
alla presenza di ife con 
parete ispessita di colore 
bruno-scuro. 
Le due specie 
presentano inoltre 
esigenze termiche 
diverse determinandone 
quindi una diversa 
distribuzione geografica: 
V. alboatrum è limitato in regioni dove la temperatura media 
durante la stagione vegetativa non supera i 21/24°C; V. 
dahliae invece può svilupparsi in zone dove le temperature si 
mantengono a lungo al di sopra dei 24°C. 
La stessa letteratura conferma che lo sviluppo della 
malattia ha un’incidenza maggiore nelle zone caratterizzate da 
un clima caldo-secco (Talboys e Bennet, 1969). 
V. dahliae è di gran lunga la specie più diffusa al 
mondo; è in grado di sopravvivere a lungo nel terreno in 
assenza della pianta ospite coltivata; ciò è dovuto alla capacità 
di questo patogeno di colonizzare radici (e talvolta anche lo 
xilema) delle più disparate piante spontanee e, soprattutto, alla 
resistenza ai fattori ambientali avversi (siccità compresa) delle 
ife scure e dei microsclerozi. 
Distinti isolati di V. dahliae possono risultare 
patogeni su piante diverse e ciò non consente la distinzione, 
all’interno di questa specie, di forme speciali. 
La continua ripetizione di una coltura esercita sulle 
popolazioni del patogeno una pressione di selezione che ne 
Fig.5 - Microsclerozi di V. dahliae - 
www.cals.ncsu.edu 
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determina l’accumulo di patotipi dotati di particolare virulenza 
per la coltura stessa. 
Nell’ambito poi di tali patotipi è possibile evidenziare 
razze capaci di superare (come nel pomodoro) resistenze di 
tipo monogenico (Matta, 1996). 
I principali sintomi che si osservano in piante affette da 
Verticillosi sono clorosi e avvizzimento dei margini fogliari 
delle foglie più basse (figura 6) con successivo incremento 
della superficie fogliare coinvolta fino all’appassimento 
dell’intera foglia che viene così condotta alla morte. 
Nelle cultivar più suscettibili la lesione della foglia si 
estende fino allo stelo interessando l’intero apparato fogliare 
della pianta. 
Non si nota un’evidente decolorazione del tessuto 
vascolare se non 
occasionalmente ed a 
carico soprattutto dei siti 
d’attacco delle foglie allo 
stelo. 
Difficilmente 
rilevabili i danni specifici a 
carico dell’apparato 
radicale: i sintomi possono 
essere intensificati da 
allagamenti del terreno o 
eccesso di acqua irrigua, 
che generalmente 
conducono l’intera coltura 
a morte. 
Piante gravemente 
malate raramente sono in 
grado di produrre fiori 
commerciabili in quanto la 
morte dell’apparato 
Fig.6 - Sintomi di Verticillosi su 
piante di crisantemo cv.Veneri: clorosi 
e avvizzimento dei margini fogliari 
delle foglie più basse. 
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fogliare e il ritardo nella crescita causati dall’infezione del 
patogeno danneggiano gravemente la pianta stessa prossima 
alla fioritura impedendone così un corretto sviluppo dei fiori. 
Il fungo infetta l’ospite penetrando al suo interno dalle 
radici sane, invade il sistema vascolare e resta confinato al suo 
interno per tutta la durata dello stadio vegetativo della pianta; 
durante questa fase di sviluppo il patogeno non è in grado di 
tenere i ritmi di crescita 
elevati dell’ospite e causa 
sintomi lievi e poco 
apprezzabili. 
Quando lo stato 
vegetativo rallenta e inizia 
il passaggio allo stato 
riproduttivo il patogeno 
inizia la sua invasione nei 
tessuti dell’ospite 
diffondendosi nell’intero 
sistema vascolare e 
causando così sintomi più 
gravi che condurranno 
rapidamente la pianta alla 
morte (figura 7) (Kenneth 
et al.,  1997). 
In diversi studi è 
stato dimostrato che la 
densità di inoculo iniziale 
nel suolo, in questo caso la 
quantità di microsclerozi di V. dahliae, risulta essere uno dei 
fattori predominanti nello sviluppo e nella gravità della 
malattia (Gilligan, 1983; Xiaoping Hu et al., 2013). 
Analisi effettuate su coltivazioni inglesi di fragola cv. 
Elsanta hanno mostrato che un inoculo, di 1/2 Unità Formanti 
Fig.7 - Sintomi di Verticilliosi su 
piante di crisantemo cv.Veneri: 
appassimento dell’intera pianta. 
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Colonia (CFU) per grammi di terreno corrisponde al 5% di 
malattia sulla coltura (Harris e Yang, 1996). 
Ulteriori studi sulla soglia di virulenza di Verticillium 
dahliae effettuati nello stato dell’Oregon su colture di patata 
hanno mostrato una soglia di inoculo scatenante la malattia 
pari a 8/10 CFU per grammo di terreno (Dung et al., 2012). 
E’ quindi ragionevole pensare che bastino pochissimi 
microsclerozi per grammo di terreno per sviluppare la malattia 
su una coltura suscettibile. 
I microsclerozi permettono al patogeno di sopravvivere 
nel suolo per oltre 10 anni (Schnathrost, 1981; Antonopoulos 
et al., 2008) si presentano come una massa compatta, 
racchiusa in una parete spessa costituita da cellule pigmentate, 
che si origina a seguito di un processo di germinazione a 
carico di un’ifa che successivamente svilupperà dei setti 
(Heale e Isaac, 1965). 
I microsclerozi di V. dahliae vengono rilasciati dalle 
porzioni senescenti della pianta nella fase tardiva del ciclo 
della malattia, quando il patogeno entra in una condizione di 
crescita saprofitaria. 
Queste strutture rappresentano la fonte primaria di 
inoculo in campo (Schnathrorst, 1981) e svolgono un ruolo 
chiave molto importante nel ciclo vitale del patogeno 
assicurandone la sopravvivenza anche in condizioni avverse. 
Gli eventi morfologici che determinano la produzione e il 
rilascio di microsclerozi sono stati studiati con l’impiego di 
microscopi ottici ed elettronici (Gordee e Porter, 1961; 
Griffiths, 1970; Perry e Evert, 1982). 
La biosintesi del pigmento è stata studiata ampiamente 
sia a livello genetico che biochimico (Wheeler et al., 1978) ed 
è stato dimostrato che la sua produzione può non essere 
strettamente correlata con gli altri eventi morfologici legati al 
rilascio di microsclerozi (Bell et al., 1977).  
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Il ciclo della malattia è riassunto in figura 8: 
 1. il patogeno infetta l’ospite attraverso le radici e 
colonizza il sistema vascolare;  
 2. si sviluppa micelio vegetativo e si formano i primi 
conidi (queste strutture sono in grado di contagiare il 
materiale di propagazione in una fase secondaria del ciclo 
della malattia); 
 3. la pianta appassisce e muore liberando i microsclerozi 
dai tessuti necrotici; 
 4. i microsclerozi infestano il suolo e vi permangono per 
lunghi periodi;  
 5. durante la stagione vegetativa successiva i microsclerozi 
infettano le nuove piante trapiantate.  
Fig.8 - Ciclo della malattia causata da V. dahliae  - www.earthtechor.com 
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1.4 Microsclerozi di V. dahliae 
I microsclerozi di V. dahliae (figura 9) sono di colore 
bruno scuro o nero e consistono in cellule dilatate, globose e 
appressate. Essi hanno origine da una sola ifa o da ife 
adiacenti in seguito a suddivisione multilaterale in setti. Sono 
più o meno allungati con dimensioni molto variabili comprese 
tra 25 e 100 µm (Inderbitzin et al., 2011). 
La quantità di inoculo di V. dahliae nel suolo e la 
virulenza dei ceppi presenti sono i due fattori principali che 
devono essere considerati per prevedere lo sviluppo della 
malattia e per la messa a punto di strategie di controllo (Green, 
1969; Harris e Yang, 1996).  
L’inoculo iniziale è costituito essenzialmente da 
microsclerozi prodotti sull’ospite e rilasciati successivamente 
nel terreno. Il microsclerozio è una struttura molto resistente e 
longeva, di conseguenza un terreno infetto può essere fonte di 
infezione per molti anni. Inoltre, essendo V. dahliae patogeno 
di moltissime specie vegetali, il suo contenimento risulta 
inefficace anche adottando la rotazione delle colture. In 
assenza dell’ospite, i microsclerozi possono rimanere vitali nel 
Fig.9 - Microsclerozio non germinato (A) e germinato (B) di 
Verticillium dahliae. http://www.plosone.org 
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terreno anche per più di 10 anni (Wilhelm, 1955; Schnathorst, 
1981; Antonopoulos et al., 2008). 
La strategia chiave per controllare la Verticillosi è quella 
di ridurre la quantità di inoculo presente nel terreno. 
La produzione in-vitro di microsclerozi di V. dahliae è 
molto importante per studiare i vari aspetti della malattia e il 
suo controllo.  
Tale produzione è stata dimostrata in substrato di etanolo 
agar (EA) (Nadakavulcaren e Horner, 1959), PDA (Potato 
dextrose agar) coperto con un disco di cellophane (Devay et 
al., 1974; Lopez-Escudero et al., 2006), su steli senescenti di 
patata (Isaac e Harrison, 1968; Ben-Yephet e Pinkas, 1977), su 
MCDX (modified Czapek Dox agar) (Hawke e Lazarovits, 
1994), su MM (minimal medium) coperto con un disco di 
cellophane (Botseas e Rowe, 1994), su steli verdi di patata 
(Mol, 1995) e su BM (basal agar medium) coperto con un 
disco di cellulosa (Neumann e Dobinson, 2003).  
Recentemente è stato sviluppato un protocollo per la 
produzione in-vitro di microsclerozi di V. dahliae, 
concentrandosi sugli effetti della temperatura, tipologia di 
substrato e pH (Xiaoping Hu et al., 2013). 
Fra i diversi substrati saggiati sono stati osservati 678 
microsclerozi per campo visivo del microscopio su BMM 
(Modified Basal agar Medium) rispetto ai 248 prodotti sul 
secondo miglior substrato CDA (Czapek Dox Agar). Ethanol 
Agar (EA) e Water Agar (WA) hanno prodotto un numero di 
microsclerozi sensibilmente minore: 40 e 30 per campo visivo, 
rispettivamente.  
Sono state testate anche sette diverse temperature (5, 10, 
15, 20, 25, 30 e 35°C). V. dahliae è stato inoculato su BMM 
(pH 7,4) coperto con un disco cellophane e incubato a 
ciascuna temperatura al buio per 20 giorni. I microsclerozi 
sono stati prodotti solo a temperature di 15, 20 e 25°C. A 5°C, 
l0°C e 30°C si è sviluppato solo poco micelio mentre a 35°C 
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nessuna crescita è stata osservata. Il numero di microsclerozi 
prodotto differiva tra 15, 20 e 25°C. In media, si sono 
osservati 1177 microsclerozi per campo visivo a 20°C, rispetto 
a 45 e a 60 a 15°C e 25°C rispettivamente. Sulla base di questi 
dati è stato concluso che ulteriori esperimenti sarebbero stati 
eseguiti a 20°C.  
La produzione di microsclerozi è stata infine valutata per 
ogni substrato a 20°C al buio ad otto valori di pH (4,5, 5,5, 
6,5, 7,5, 8,5, 9,5, 10,5 e ll,5. Si è visto crescere il numero di 
microsclerozi prodotti con l'aumento del valore del pH, in 
particolare nel BMM, BM (Basal Medium), CDA e PDA 
(Potato Dextrose Agar). In generale, il maggior numero di 
microsclerozi è stato prodotto a pH 11,5. 
Sulla base dei risultati ottenuti, la migliore condizione 
per la produzione dei microsclerozi è sul mezzo BMM a pH 
11,5 a 20°C con 20-30 giorni di incubazione al buio.  
 
 
1.5 Metodi di isolamento di V. dahliae dal suolo 
L'isolamento di V. dahliae (figura 10) dal suolo è 
necessaria per gli studi di ecologia e di virulenza e per la 
progettazione di strategie di controllo preventivo della 
Verticillosi. 
Sono stati sviluppati molti metodi che utilizzano terreni 
di coltura semi-selettivi per la valutazione quantitativa della 
densità di inoculo di V. dahliae nel suolo. Queste tecniche 
prevedono la piastratura di una quantità definita di un terreno 
su piastre contenenti un mezzo di coltura specifico e il 
conteggio delle colonie di V. dahliae, riconoscibili dalla 
produzione di microsclerozi. Il numero di colonie formate è 
espressa in CFU per grammo di terreno.  
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Quasi tutti i mezzi di coltura sono sufficientemente 
selettivi da consentire a V. dahliae di formare colonie 
riconoscibili e allo stesso tempo limitare la crescita di altri 
microrganismi del suolo, tuttavia, nessuno di loro è del tutto 
soddisfacente (Lopez-Escudero e Blanco-Lopez, 2005). 
La bassa efficacia di queste tecniche è da attribuire a:  
1) difficoltà di distinguere microsclerozi di V. dahliae da 
particelle di suolo o da altre strutture formate da altre specie 
fungine;  
2) difficoltà di discernere microsclerozi incorporati in 
frammenti di tessuto vegetale;  
3) crescita di altri funghi da microsclerozi a causa di agenti 
contaminanti presenti sui propaguli; 
4) la ridotta selettività dei terreni di coltura che permette ai 
microrganismi contaminanti (funghi, batteri, ecc) una crescita 
più veloce rispetto a quella di V. dahliae; 
5) la possibile dormienza dei microsclerozi sui terreni 
selettivi. 
 
Fig.10 - Colonia V. dahliae su PDA (A), microsclerozio (B) e 
verticillio (C). http://www.plosone.org 
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Altra limitazione nella quantificazione di V. dahliae è 
che è molto difficile isolare colture pure del fungo dal suolo e 
per di più le analisi quantitative in un campione di terreno non 
permettono il contemporaneo ottenimento del fungo in 
purezza.  
L’isolamento di tali colture, tuttavia, è necessario per la 
caratterizzazione dei ceppi presenti nel terreno per quanto 
riguarda la patogenicità, morfologia, dinamica di popolazione, 
ecc..  
Sono stati sviluppati molti metodi per la quantificazione 
V. dahliae nel suolo, ma nonostante sforzi enormi, non esiste 
nessun metodo affidabile: il metodo migliore rileva solo il 
50% del microsclerozi. Inoltre, i vari metodi sono altamente 
dipendenti dalla tipologia di suolo e si osservano discrepanze 
tra la quantificazione effettuata da laboratori diversi, anche 
quando si usa lo stesso metodo (Termorshuizen et al., 1998). 
Di seguito vengono descritti i vari metodi utilizzabili per 
l’isolamento di V. dahliae  basati sulla piastratura a secco o 
con acqua (1), biosaggi (2), immunosaggi (3) e metodi 
molecolari (4) e la loro rilevanza biologica (5). 
La validità della metodologia include: la percentuale di 
rilevazione (accuratezza), il limite di rilevazione (ossia la 
densità più bassa di inoculo nel terreno che può essere 
rilevata, detta anche sensibilità) e la variabilità (cioè la 
variazione tra misurazioni) (Goud e Termorshuizen, 2003). 
 
1 - Metodi di piastratura  
La piastratura consiste nel porre una quantità nota di 
suolo su un piastra Petri contenente un mezzo selettivo 
agarizzato, incubare le piastre e contare quante colonie di V. 
dahliae si sviluppano. Prima della piastratura il terreno deve 
essere essiccato all’aria per 2-4 settimane per inattivare 
frammenti di micelio e rendere omogeneizzabile il terreno 
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stesso (Butterfield e Devay, 1977). Dopo l’incubazione in 
piastra il terreno viene lavato via e si possono contare allo 
stereoscopio le colonie di V. dahliae formatesi. Il livello di 
inoculo stimato è espresso come numero di unità formanti 
colonie (CFU) per unità di peso (o volume) di terreno 
asciutto.  
Per ottenere colonie rilevabili di V. dahliae su piastra, i 
microsclerozi devono germinare, dare luogo a micelio e 
formare nuovi microsclerozi. Tuttavia la germinazione dei 
microsclerozi viene inibita dal processo di microbiostasi e 
dalla presenza di altri microrganismi. Questo problema viene 
superato utilizzando mezzi di coltura poveri con aggiunta di 
altre sostanze come estratti di suolo (Menzies e Griebel, 1967; 
Harris et al., 1993) o estratto di cellophane (Taylor, 1969). Si 
deve prestare attenzione nell'uso di composti non definiti nei 
media, in quanto questi diminuiscono la riproducibilità del 
metodo.  
Inoltre, per favorire la crescita di V. dahliae, si utilizzano 
spesso fonti di carbonio semi-selettive, come pectato (acido 
poligalatturonico) (Zehsasian, 1966; Verde e Papavizas, 1968) 
o etanolo (Nadakavukaren e Horner, 1959), che può essere 
metabolizzato solo da pochi altri funghi. Inoltre si utilizza il 
Tergitol NP-10 (NPX) per limitare le dimensioni delle colonie 
fungine (Huisman e Ashworth, 1974) e antibiotici per 
prevenire la crescita batterica. 
Piastratura a secco  
Tutti i metodi di piastratura a secco pubblicati utilizzano 
un Andersen Air Sampler (Thermo Andersen, Smyrna, 
Georgia, USA) per distribuire il terreno sul mezzo di coltura 
(Butterfield e Devay, 1977). Tale metodo è stato usato la 
prima volta da Buxton e Kendrick (1963) per le analisi del 
suolo e successivamente modificato per la quantificazione dei 
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propaguli di V. dahliae nel suolo (Harrison e Livingston, 
1966; Devay et al., 1974; Butterfield e Devay, 1977). Il suolo 
è spinto da una corrente d'aria attraverso due filtri con 400 
pori di 1,18 mm (in alto) e 0,83 mm (in basso), e concentrato 
in 400 spot regolari su piastre Petri poste sotto il filtro 
inferiore (Nicot e Rouse, 1987; Paplomatas et al., 1992).  
Piastratura con acqua  
I metodi di piastratura con acqua possono essere divisi in 
due tipologie. La prima prevede che si piastri l’intero filtrato 
su mezzo agarizzato, la seconda tipologia si basa sul 
sospendere il filtrato in acqua e si mettono poi piccole aliquote 
di questa sospensione sulle piastre di agar. 
 La differenza principale tra i due metodi è la quantità di 
terreno piastrato per capsula Petri, circa 1 g per il metodo di 
setacciatura a umido (Ashworth et al., 1972; Huisman e 
Ashworth, 1974; Nicot e Rouse, 1987) e circa 0,1-0,5 g per il 
metodo della sospensione (Nicot e  Rouse, 1987; Harris et al., 
1993).  
Sia la piastratura con acqua che a secco richiedono 
strutture di laboratorio di base per preparare il terreno, un 
incubatore, uno stereoscopio e poco altro. Il tempo necessario 
per la piastratura di un campione di terreno e per il conteggio 
delle colonie varia tra i vari protocolli, ma di solito circa 30 
campioni possono essere fatti in un giorno e contati nel giro di 
una settimana. Il tempo necessario per l'incubazione è di 2-6 
settimane (Termorshuizen et al., 1998).  
Infine analizziamo uno dei metodi di piastratura più 
recenti sul quale ci siamo parzialmente basati per la messa a 
punto di una procedura affidabile e semplice da realizzare per 
rilevare V. dahliae nel terreno. 
Esso prevede l’uso di filtraggi successivi e del mezzo di 
coltura MSPA + cellophane. Questa tecnica fornisce uno 
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strumento utile per gli studi di ecologia, virulenza e per la 
valutazione del rischio di infezione dell’ospite (Lopez-
Escudero e Blanco-Lopez, 2005). 
I campioni di suolo vengono sbriciolati a mano con 
mortaio e pestello, mescolati e asciugati all'aria per 2 
settimane. Successivamente, i campioni sono setacciati 
attraverso un filtro con maglie da 0,8 mm per rimuovere i 
residui organici e le particelle più grandi. Sono poi miscelati 
manualmente e asciugati all’aria per ulteriori 2 settimane. 25 
grammi di ciascun campione vengono sospesi in 100 ml di 
acqua distillata, agitati per l ora a 270 rpm e la sospensione 
viene filtrata con filtri a maglie di 150 e 35 µm. Ciò che resta 
nel setaccio da 35 µm viene risospeso in 100 ml di acqua 
distillata. In seguito, 1 ml della sospensione contenente le 
particelle di suolo comprese tra 35 e 150 µm viene piastrato. 
Le piastre sono incubate per 14 giorni a 22°C al buio e si 
contano il numero di colonie V. dahliae utilizzando un 
microscopio stereoscopico. 
Le colonie che hanno formato microsclerozi sono 
recuperate tagliando una porzione del cellophane. I 
microsclerozi sono rimossi dal cellophane agitando lo stesso 
in acqua e attraverso un trattamento ad ultrasuoni. Le 
sospensioni sono poi setacciate attraverso un filtro da 35 µm 
collegato ad una pompa a vuoto e il residuo è stato piastrato. 
Le colonie che erano ragionevolmente prive di contaminanti 
sono state trasferite di nuovo per ottenere colture pure (Lopez-
Escudero e Blanco-Lopez, 2005). 
La qualità delle prestazioni dei metodi di piastratura  
Le performance di un metodo dipendono da due fattori: 
la percentuale di rilevamento e la soglia di rilevazione. La 
percentuale di rilevamento di un metodo può essere 
determinata soltanto per terreni infettati artificialmente. 
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I metodi di piastratura a secco in genere mostrano una 
percentuale media di rilevamento più alta rispetto ai metodi di 
piastratura con acqua. Si ottengono risultati migliori con bassi 
quantitativi di terreno (25 mg) per piastra e le prestazioni 
diminuiscono con l'aumentare della quantità di terreno. I 
metodi di piastratura con acqua non hanno limiti di rilevazione 
migliori rispetto ai metodi di piastratura a secco.  
Poiché il conteggio delle colonie sulle piastre è il passo 
che richiede più tempo (circa 5 minuti per piastra), la quantità 
desiderata di piastre, e quindi il limite di rilevazione, può 
essere variata a seconda della sensibilità della coltura di 
interesse senza compromettere le prestazioni di un metodo. 
Tuttavia, il suggerimento è quello di utilizzare almeno 5 
piastre, dal momento che la maggiore variabilità non è stata 
osservata tra campioni diversi di terreno, ma tra aliquote dello 
stesso campione. I metodi di piastratura a secco sono 
generalmente meno variabili rispetto ai metodi di piastratura 
con acqua, ma con una bassa densità di inoculo (minore di 10 
CFU per grammo di suolo) i metodi di piastratura a secco 
diventano invece più variabili rispetto a quelli di piastratura 
con acqua.  
In sintesi, al momento di decidere quale metodo 
utilizzare, l’attenzione dovrebbe essere incentrata sulla 
percentuale relativa di rilevazione e sulla soglia di rilevazione 
relativa. Nessuno dei metodi descritti combina una percentuale 
di rilevamento elevata con una bassa soglia di rilevazione, ma 
i metodi di piastratura a secco sono in genere quelli che 
combinano le due caratteristiche in maniera migliore 
(Termorshuizen et al., 1998). 
Gestione del campione di terreno  
Omogeneizzazione. E’ necessaria un’omogeneizzazione 
del campione di terreno per liberare i microsclerozi dalle 
particelle di terreno e per rompere gli aggregati di 
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microsclerozi. Se si eccede con questa metodica tuttavia si 
possono rompere i propaguli stessi e rilevare densità di 
inoculo che sono fino a cinque volte superiore rispetto alle 
densità reali in campo. Procedure di omogeneizzazione che 
hanno portato il maggior numero di rotture e dissezione dei 
microsclerozi sono mortaio e pestello (Schnathorst e Fogle, 
1973), omogeneizzazione ad alta velocità a 20.000 rpm 
(Harrison e Livingston, 1966). 
Setacciatura. I microsclerozi possono essere separati da 
particelle più grandi o più piccole attraverso setacciatura con 
acqua o a secco. Il diametro dei microsclerozi in terreni 
naturalmente infetti varia tra 11 e 125 µm (Ashworth et al., 
1972; Devay et al., 1974). 
La setacciatura con acqua impiegando filtri con 
dimensione delle maglie di 125 e 20 µm prevede un lavaggio 
vigoroso con acqua di rubinetto effettuato a mano o con una 
macchina di scuotimento (Huisman e Ashworth, 1974; Harris 
et al., 1993). E’ possibile anche la setacciatura a secco di 
piccole quantità di terreno (Ashworth et al., 1972; Camporota 
e Rouxel, 1977) o di grandi quantità utilizzando un 
dispositivo di setacciatura a secco ad aria (Hosokawa Alpine 
Inc., Augsburg, Germania), che crea una corrente d'aria in 
continuo movimento sulla superficie del setaccio per impedire 
l'occlusione delle maglie.  
Tecniche di sedimentazione e di “flotation” 
La sedimentazione e la decantazione sono state utilizzate 
per separare i microsclerozi dalle particelle più piccole di 
terreno e da conidi di altri funghi (Evans et al., 1967).  
Le tecniche di “flotation” utilizzano la densità specifica 
dei microsclerozi per separarli dal resto e si basano sulla 
sospensione di un campione di terreno in un soluzione al 65% 
di saccarosio (Huisman e Ashworth, 1974; Harris et al., 1993) 
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e sulla successiva centrifugazione. Il surnatante contenente la 
maggior parte dei microsclerozi viene fatto decantare viene 
successivamente setacciato, risospeso in acqua e piastrato. Il 
processo può essere ripetuto più volte sullo stesso campione 
per minimizzare le perdite (Huisman e Ashworth, 1974), 
anche se Harris et al. (1993) non hanno osservato alcun 
miglioramento significativo dopo il primo ciclo. Ben-Yephet e 
Pinkas (1976) hanno descritto una tecnica di flotation per 
terreni argillosi, con l’utilizzo di una soluzione  al 50% di 
cloruro di cesio e un imbuto separatore. Questo ha eliminato la 
centrifugazione e ha permesso di recuperare il 55% dei 
microsclerozi.  
Le tecniche di sedimentazione e “flotation” possono 
essere facilmente combinate con altre procedure, come la 
setacciatura con acqua (Huisman e Ashworth, 1974). Un 
vantaggio delle tecniche di “flotation” è che la conta delle 
colonie di V. dahliae è più veloce, perché queste sono spesso 
più grandi a causa della minor presenza di altre colonie 
fungine. Questo è dovuto alle basse quantità di terreno 
piastrate e/o all’effetto nutrizionale del saccarosio (Harris et 
al., 1993). D’altra parte uno svantaggio delle tecniche di 
“flotation” è che richiedono tempistiche abbastanza lunghe e 
non sempre portano a percentuali di rilevamento migliori 
(Harris et al., 1993; Termorshuizen et al., 1998).  
 
2 - Biosaggi  
I biosaggi per la quantificazione di V. dahliae nel terreno 
non sono utilizzati spesso e per tale motivo sono rimasti in 
fase sperimentale (Evans et al., 1974; Soesanto, 2000). A 
volte, sono stati utilizzati per scopi particolari come, ad 
esempio, la selezione di piante resistenti al patogeno (Palloix 
et al., 1990) o la valutazione degli agenti di biocontrollo 
(Nagtzaam et al., 1997). Tuttavia queste procedure non sono 
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veramente quantitative a meno che non si effettuino diluizioni 
seriali (Maloy e Alexander, 1958). Durante i biosaggi, il 
terreno è piantumato con piante suscettibili (ad esempio 
Solanum melongena o Arabidopsis thaliana) o piante 
resistenti (Datura stramonium). Dopo aver coltivato queste 
piante in condizioni standardizzate per 3-8 settimane, le radici 
vengono lavate e piastrate su un terreno semi-selettivo. Al 
termine dell’incubazione, si calcola la percentuale della 
lunghezza della radice infetta (Soesanto, 2000) o si osserva il 
numero di colonie per unità di lunghezza radice (Evans et al., 
1974; Nagtzaam et al., 1997). In alternativa si può stimare il 
grado di infezione sistemica piastrando parti di steli o il succo 
xilematico, ma queste procedure sono meno sensibili 
(Nagtzaam et al., 1997; Soesanto, 2000). La valutazione della 
quantità di microsclerozi formati da un tessuto senescente è 
stata una metodologia più sensibile ma anche più variabile 
rispetto alla piastratura delle radici (Soesanto, 2000).  
I biosaggi descritti da Soesanto (2000) e Nagtzaam et al. 
(1998) hanno ottenuto i limiti di rilevazione più bassi ad oggi 
pubblicati (1 microsclerozio per grammo di terreno) ma sono 
stati testati solamente con terreni semi-sterili e artificialmente 
inoculati e non con  terreni naturalmente infetti.  
Il metodo di Evans et al. (1974) ha dimostrato di avere 
un limite di rilevazione di 2-3 microsclerozi per grammo di 
terreno asciutto naturalmente infetto, ma tale soglia era 
probabilmente più elevata a causa di una sottostima del livello 
di infestazione naturale, valutato attraverso piastratura.  
I biosaggi richiedono condizioni standardizzate di 
crescita (temperatura e umidità del suolo) e alte competenze 
nell’eseguire e standardizzare tutte le fasi della procedura.  
Altri approcci utilizzano la misura del grado di infezione 
delle colture di interesse come una misura del grado di 
infestazione del terreno. Davis et al. (1983) hanno valutato la 
densità di microsclerozi di V. dahliae in un terreno piastrando 
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steli di patata macinati su terreno semi-selettivo. Il tasso di 
incremento del microsclerozi nello stelo di patata durante la 
stagione di crescita è linearmente correlata con i livelli di 
inoculo del terreno. 
 
3 - Saggi immunoenzimatici  
Le metodiche immunoenzimatiche (ELISA) non sono 
mai state utilizzate con frequenza per la quantificazione di 
V.dahliae nel suolo.  
Heppner e Heitefuss (1997) hanno sviluppato un double-
antibody-sanwich ELISA (DAS ELISA) che utilizza un 
anticorpo monoclonale specifico, insieme ad un antisiero 
policlonale, che reagisce con le proteine solubili dei 
microsclerozi. Il metodo prevede la sospensione del campione 
di terreno, la setacciatura con acqua, l’asciugatura all’aria 
delle particelle comprese tra 20 e 125 µm, il bagno ad 
ultrasuoni in un tampone di estrazione, la centrifugazione, 
l’incubazione del surnatante in micropiastre e la misurazione 
della densità ottica a 405 nm. Il limite di rilevazione è stato di 
2-4 µg di microsclerozi per grammo di suolo pari a circa 1-2 
microsclerozi per grammo di suolo. 
 
4 - Metodi molecolari  
I metodi molecolari per la quantificazione di V. dahliae 
nel suolo si basano sulla rilevazione di sequenze nucleotidiche 
specie-specifiche, utilizzando la reazione a catena della 
polimerasi (PCR) con primer specifici.  
La maggior parte dei metodi descritti in letteratura si 
basano su differenze della sequenza ITS dell’rDNA. Essi sono 
stati sviluppati inizialmente per culture pure e per la 
rilevazione e quantificazione in planta (Carder et al., 1994) e 
sono stati adattati per il rilevamento (Perez-Artes et al., 2001) 
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e la quantificazione del patogeno nel suolo (Krishnamurthy et 
al., 2001).  
Altri metodi si basano sulle differenze della sequenza 
SSU dell’rDNA (Li et al., 1994) o sul DNA genomico (Li et 
al., 1999). Il metodo di Li et al. (1999) è stato utilizzato per la 
quantificazione di V.dahliae in sabbia silicea. Durante le 
analisi quantitative, si sono aggiunte diverse quantità di DNA 
competitore, amplificate dagli stessi primer come il DNA 
stampo, ma producendo un frammento di una dimensione 
diversa (PCR competitiva). I due frammenti sono visibili sul 
gel come due bande. Le diverse quantità di DNA competitore 
comportano differenti rapporti di intensità di banda rispetto al 
frammento di DNA stampo. Rapporti intorno a 1.0 sono 
utilizzati per stimare la concentrazione del DNA stampo 
(Mahuku e Platt, 2002).  
Mahuku e Platt (2002) hanno osservato che il logaritmo 
della quantità stimata di DNA stampo nel range di 10 ng - 100 
fg è correlato in maniera lineare con il logaritmo del numero 
di microsclerozi nel range 5-100. Il logaritmo della quantità 
stimata di DNA stampo nel range di 10 ng-1 pg è stato 
correlato linearmente con il logaritmo del numero di conidi 
nel range 102-107. Una maggiore quantità di microsclerozi o 
una maggiore densità di conidi ha portato alla saturazione 
della reazione PCR e sarebbero stati necessari diverse 
sequenze di DNA concorrente o delle diluizioni per poter 
quantificare con precisione il DNA stampo.  
Il metodo di Krishnamurthy et al. (2001) invece ha 
rilevato con precisione il DNA nel range di 2-200 pg, con 2 pg 
equivalenti al peso di 60 genomi di V. dahliae. Il limite di 
rilevazione osservato da Li et al. (1999) è stato di 100 pg di 
DNA genomico puro (50 copie del DNA stampo). Il più basso 
numero di strutture fungine che sono stati in grado di rilevare 
sono stati 450 conidi e 17-165 microsclerozi. Tuttavia, le 
dimensioni dei microsclerozi e conseguentemente il numero di 
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genomi possono variare notevolmente e le conseguenze per 
l'interpretazione epidemiologica dei risultati basati sulla PCR 
necessitano di ulteriori indagini.  
La maggior parte degli esperimenti sono stati eseguiti su 
microsclerozi o conidi aggiunti al suolo sterile, ma Mahuku et 
al. (1999) e Mahuku e Platt (2002) hanno quantificato V. 
dahliae nel terreno prelevato dal campo. Hanno confrontato il 
loro saggio di PCR con un metodo di piastratura che prevede 
setacciatura con acqua su un filtro da 38 µm seguita da 
sedimentazione in saccarosio e piastratura su terreno NPX. Il 
test di PCR ha generalmente rilevato più microsclerozi rispetto 
alla tecnica di piastratura. 
I metodi molecolari possono discriminare tra V. dahliae 
e V. tricorpus (Heinz e Platt, 2000), e possono essere adattati 
al rilevamento di altre specie patogene di Verticillium (Robb 
et al., 1994) o di gruppi all'interno di V.dahliae, come ad 
esempio ceppi defolianti e non-defolianti in cotone (Mercado-
Blanco et al., 2001; Perez-Artes et al., 2001). I saggi di PCR 
forniscono risultati in 1-2 giorni molto più velocemente 
rispetto alle tecniche di piastratura, poiché le fasi di 
incubazione non sono necessarie. Non è necessario neanche il 
tempo della conta delle colonie, ma d’altra parte i metodi 
molecolari hanno bisogno di più grandi investimenti iniziali in 
termini di attrezzature e prodotti.  
Ulteriori dati sono necessari sulla correlazione tra 
quantità di DNA rilevata nel suolo e quantità di malattia in 
campo. 
 
5 - Rilevanza biologica dei metodi di quantificazione  
La rilevanza biologica è il criterio più importante per la 
qualità di un metodo diagnostico. A prima vista, la rilevanza 
biologica sembra maggiore nei biosaggi poiché vengono 
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rilevati solamente i microsclerozi vitali, in grado di germinare 
e di infettare la pianta ospite. D’altro canto però, quando le 
radici sono piastrate, la loro colonizzazione non può essere 
correlata con certezza alla patogenicità (Evans et al., 1974; 
Huisman, 1988). Generalmente è la colonizzazione del 
sistema vascolare che di solito è correlata alla malattia 
(Huisman, 1988; Soesanto, 2000).  
Anche la rilevazione quantitativa attraverso la piastratura 
del terreno è biologicamente rilevante, perché vengono contati 
solo quei microsclerozi che sono vitali e in grado di germinare 
e formare colonie dalle quali si origineranno nuovi 
microsclerozi. Effetti competitivi e fungistatici sono in parte 
presi in considerazione nel mezzo semi-selettivo, ma è 
possibile che siano differenti da quelli che si registrerebbero 
nel terreno.  
Tutti i substrati agarizzati descritti come semi-selettivi 
per V. dahliae tuttavia permettono la crescita di un numero 
considerevole di altri organismi, sebbene l'attività batterica sia 
fortemente ridotta.  
Le caratteristiche chimiche del suolo possono anch’esse 
influenzare il rilevamento. Ashworth et al. (1976) hanno 
osservato un improvviso fallimento del loro metodo di 
rilevazione a causa della fungistasi rame-indotta dei 
microsclerozi. In generale, tutti i metodi di piastratura di uso 
frequente, come piastratura a secco, setacciatura e “flotation” 
in saccarosio, hanno mostrato correlazioni significative con la 
quantità di malattia osservata (Ashworth et al., 1972; Nicot e 
Rouse, 1987; Paplomatas et al., 1992), quindi in linea di 
principio tutti sono biologicamente significativi per terreni e 
colture di interesse specifico. 
I metodi di quantificazione molecolare non prendono in 
considerazione la comunità microbica del suolo, anche se 
questa può interferire durante l’estrazione del DNA. I primer 
sono utili solo se sono specifici per V. dahliae e la 
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quantificazione dipende solo dalla quantità di DNA di V. 
dahliae. Questo unico grande vantaggio può comportare però 
anche la rilevazione di microsclerozi non vitali (Mahuku e 
Platt, 2002), e potrebbe essere biologicamente irrilevante. E’ 
stato ipotizzato che questo problema potrebbe essere superato 
con la quantificazione degli mRNA, perché quelli 
rappresentano i geni recentemente trascritti, e rappresentano 
quindi i microsclerozi vitali. Tuttavia sono necessari ulteriori 
dati sulla correlazione tra quantificazione nel suolo basata su 
PCR e malattia osservata, per valutare la discrepanza causata 
dal rilevamento di microsclerozi non vitali. 
 
Ci si può chiedere perché gli impressionanti sforzi di 
ricerca non hanno ancora portato ad una tecnica di 
rilevamento robusta e affidabile.  
Uno dei motivi potrebbe essere che il substrato semi-
selettivo basato su polipectato utilizzato per V. dahliae non è 
così selettivo come quelli sviluppati per altri patogeni del 
terreno come per esempio Fusarium oxysporum (Komada, 
1975) e Pythium spp. (Stanghellini et al., 1982).  
Un'altra ragione è che V. dahliae è in grado di provocare 
danni alle piante a densità relativamente basse di inoculo. 
Densità di inoculo a partire da 1 microsclerozio per grammo di 
terreno artificialmente infetto hanno determinato sintomi 
evidenti durante gli esperimenti in camera climatica 
(Soesanto, 2000). Sintomi significativi si sono verificati in 
campo a livelli di inoculo di circa 1 CFU per grammo di suolo 
naturalmente infetto su cotone (Paplomatas et al., 1992), 
fragola (Harris e Yang, 1996) e acero norvegese (Goud et al., 
2000).  
Tuttavia, le densità effettive erano probabilmente due/tre 
volte superiore, perché i metodi di piastratura rilevano solo 
una parte del microsclerozi presenti (Termorshuizen et al., 
1998).  
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Il fatto che la più grande variazione di rilevamento di V. 
dahliae avvenga a livello di piastra e non a livello di campione 
(Termorshuizen et al., 1998), può indicare che il meccanismo 
che spiega la variabilità nel rilevamento di V. dahliae ha un 
comportamento stocastico.  
Per esempio, la distanza tra il microsclerozio germinante 
e altri organismi capaci di crescere sul mezzo, potrebbe essere 
un fattore decisivo per la formazione o meno di colonie di V. 
dahliae visibili. 
Forse l'approccio migliore per verificare se la formazione 
delle colonie è inibita è concentrare i microsclerozi sul 
substrato agarizzato e quantificarli con metodi molecolari. 
Dopo l'incubazione, i metodi molecolari potrebbero 
individuare la quantità di microsclerozi germinati, e i risultati 
della quantificazione molecolare e della conta delle CFU 
possono essere confrontati. 
Alternative ai metodi di piastratura includono biosaggi e 
metodi molecolari, ma i biosaggi richiedono molto tempo 
sono soggetti a variazioni in base alle condizioni di crescita; i 
metodi molecolari, essendo incentrati sull’estrazione del 
DNA, si basano sull’assunzione che la stessa quantità di DNA 
sia presente in ogni microsclerozio e che una frazione fissa 
del DNA sia disponibile per la rilevazione. Fino a che i 
metodi di quantificazione molecolare non saranno stati testati 
riguardo la correlazione con la quantità dei sintomi e della 
malattia, i metodi di piastratura rimarranno il mezzo più 
affidabile di quantificazione biologicamente rilevante. 
Tuttavia, a causa delle interazioni tra la natura del terreno e il 
metodo usato per quantificare, è lecito chiedersi se una 
standardizzazione a livello mondiale di tutti i metodi sia 
possibile. I confronti inter-laboratorio rimarranno importante 
per valutare le prestazioni relative del metodo. 
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1.6 Estrazione del DNA da terreno 
La PCR viene molto spesso applicata per il rilevamento 
dei microrganismi nell'ambiente, in particolare nei terreni. La 
semplicità e la velocità di questa tecnica e il suo potenziale nel 
rilevare piccole quantità di DNA bersaglio, la rendono un 
metodo importantissimo per la diagnosi di funghi fitopatogeni, 
tra cui V. dahliae (Volossiouk et al., 1995). 
Il problema principale, quando si devono effettuare 
analisi basate su PCR su campioni provenienti dal suolo, sono 
perdite e degradazione di DNA dovute all’assorbimento da 
parte delle particelle stesse di terreno e la presenza di 
composti che inibiscono la reazione di PCR. 
Nell'ultimo decennio sono stati sviluppati moltissimi 
metodi diretti di estrazione del DNA e protocolli di 
purificazione che permettono di ottenere campioni 
sufficientemente puri compatibili con analisi molecolari.  
Tuttavia, la maggior parte di essi si basano sulla rottura 
fisica delle cellule, come cicli di congelamento-
decongelamento (Cho et al., 1996), congelamento in azoto 
liquido seguito da pestellatura (Volossiouk et al., 1995), 
metodo Bead-Beating (Yeates et al., 1997; Baek e Kenerly, 
1998).  
Il metodo Bed-Beating si basa sulla distruzione fisica 
delle cellule tramite microsfere di vetro o ceramica. 
L'efficienza di distruzione delle cellule ma anche il 
danneggiamento dei filamenti di DNA dipende da quanta 
energia si utilizza nello svolgere le operazioni nonché dalla 
tipologie di microsfere utilizzate. Anche in condizioni 
ottimali, i risultati di tale metodo producono una 
frammentazione del DNA abbastanza alta.  
Un altro metodo utilizzato è l’estrazione del DNA 
mediante ultrasuoni. Questa procedura può rapidamente 
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estrarre DNA da tessuti freschi, congelati o fissati in formalina 
ed è superiore ad altre tecniche di estrazione in termini di 
qualità e quantità. Inoltre richiede un costo o minimo per 
campione a patto che si disponga già di un sonicatore e non 
prevede l'uso di composti chimici tossici come il fenolo e 
cloroformio. Questa tecnica è molto utilizzata per l’estrazione 
del DNA da impiegare in successive analisi basate su PCR. 
Tuttavia anche la sonicazione può creare, al pari del metodo 
Bed-Beating, rotture del DNA. 
L’estrazione del DNA dal suolo ha due requisiti: 
estrazione di DNA ad alto peso molecolare e estrazione di 
DNA libero da inibitori per successive analisi molecolari da 
eseguire. Studi abbastanza recenti hanno testato un certo 
numero di metodi di estrazione del DNA per la loro capacità 
di soddisfare questi requisiti (Yeates, 1998). 
Il DNA estratto utilizzando la sonicazione risulta più 
degradato rispetto a quello estratto con altri metodi. Lea 
dimensione variano tra poco meno di 500 bp e poco più di 20 
kb. Per successive analisi di PCR è richiesto DNA con il più 
alto peso molecolare possibile per evitare la formazione di 
chimere e inibire la reazione stessa.  
Il metodo Bed-Beating fornisce DNA migliore con peso 
molecolare sempre al di sopra di 20 kb.  
La materia organica è la principale fonte di inibitori che 
possono essere co-estratti dal terreno assieme al DNA. In 
particolare, gli acidi umici rappresentano un notevole 
problema: possono inibire la DNA polimerasi a partire da 1 µl 
di acido umico, indipendentemente dalla quantità di DNA 
presente (Tsai e Olson, 1992).  
I contaminanti umici interferiscono anche nella 
quantificazione del DNA, poiché mostrano assorbanza sia a 
230 nm che a 260 nm. Questa caratteristica può essere 
utilizzata per determinare il livello di contaminazione del 
DNA esaminando rapporti di assorbanza: un elevato rapporto 
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di assorbanza 260/230 (>2) indica di DNA puro, mentre un 
basso rapporto indica contaminazione da acidi umici.  
Il metodo Bed-Beating permette di estrarre DNA con 
rapporto di assorbanza 260/230 più alto e quindi meno 
contaminato. Sebbene gli estratti mostrino comunque colore 
marrone, una volti diluiti 1:50 è possibile sottoporli con 
successo a reazione di PCR (Tsai e Olson, 1992).   
Jacobsen (1995) ha aggirato con successo l'effetto 
inibitorio sulla PCR dovuto agli acidi umici attraverso un 
approccio basato su ibridazione a cattura magnetica (MCH). 
La tecnica MCH separa un target di DNA specifico da tutti gli 
altri DNA e da tutti i contaminanti, tra cui acidi umici. Un 
DNA a singolo filamento viene marcato con biotina e viene 
utilizzato per ibridare gli acidi nucleici da un estratto di un 
campione di suolo. Dopo il recupero degli ibridi DNA-DNA 
attraverso l’uso di sfere magnetiche affini alla biotina, può 
essere eseguita senza problema alcuno l’amplificazione 
mediante PCR. 
Chandler et al. (2000) hanno messo a punto un metodo 
simile per la cattura magnetica del DNA bersaglio attraverso 
l’uso di DNA legato a peptidi (PNA). 
 Questi approcci sono particolarmente promettenti 
quando si ricercano specifiche sequenze di DNA in campioni 
di terreno molto piccoli o in campioni contenti pochissima 
biomassa.  
Al fine di ottenere DNA pulito e non contente inibitori si 
possono utilizzare anche tutta una serie di kit di purificazione 
commerciali: Wizard DNA clean-up system (Promega), 
Centricon50 e Microcon 100 concentrator (Amicon), Elutip D 
column (Schleicher & Schuell), colonnine a base di silice 
SpinBind (FMC BioProducts) e colonnine Tip-100 e Tip-500 
(Qiagen) (Tsai e Olson, 1992). 
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Nell’ultimo ventennio è stato sviluppato un metodo per 
l'estrazione diretta del DNA da campioni di suolo che possono 
essere utilizzati direttamente per tecniche di diagnostica basate 
su PCR senza necessità di un'ulteriore purificazione. Il 
campione di suolo viene macinato in azoto liquido con i corpi 
abrasivi naturalmente presenti nel terreno e trattato 
successivamente con latte scremato in polvere per prevenire le 
problematiche sopra esposte. Il DNA viene estratto con SDS-
fenolo e precipitato in etanolo. Dopo opportuna diluizione, il 
campione può essere sottoposto direttamente a PCR. Il metodo 
è veloce, economicamente efficiente, e può essere applicato 
per diagnosticare e quantificare i funghi patogeni del terreno 
(Volossiouk et al., 1995). 
I vantaggi apportati dall’utilizzo del latte scremato in 
polvere sono molteplici. Per prima cosa inibisce la co-
purificazione, assieme al DNA, degli acidi umici e relativi 
composti prodotti dalla degradazione della materia organica. 
Tali composti sono inibitori della Taq polimerasi e quindi 
della reazione di PCR. Quando il DNA viene estratto 
utilizzando il latte scremato, il campione che ne deriva è 
cristallino; quando invece non viene usato il campione mostra 
un colore tendente al marrone, presumibilmente per la 
presenza di composti inibitori. Altro vantaggio, non meno 
importante, consiste nel fatto che il latte scremato neutralizza 
le cariche presenti sulle particelle del suolo e previene quindi 
l’adsorbimento del DNA da parte di queste ultime (Garcia-
Pedrajas et al., 1999). 
Utilizzando il metodo messo a punto da Volossiouk et al. 
(1995), in letteratura è riportata la necessità di effettuare una 
nested-PCR relativa alla sequenza di interesse della specie di 
patogeno in questione per avere una banda ben visibile e 
definita (Garcia-Pedrajas et al., 1999). 
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2. Scopo del lavoro 
 
Verticillium dahliae è un fungo patogeno ad habitus 
tellurico responsabile di tracheomicosi su numerose specie di 
piante, fra cui il Crisantemo su cui causa l’avvizzimento 
completo delle piante provocando gravi danni di natura 
economica. 
V. dahliae è in grado di sopravvivere a lungo nel terreno 
in assenza della pianta ospite coltivata. Ciò è dovuto alla 
capacità di questo patogeno di colonizzare radici (e talvolta 
anche lo xilema) delle più disparate piante spontanee e, 
soprattutto, alla resistenza ai fattori ambientali avversi (siccità 
compresa) delle ife scure e dei microsclerozi. 
I microsclerozi permettono al patogeno di sopravvivere 
nel suolo per oltre 10 anni e rappresentano la fonte primaria di 
inoculo in campo svolgendo un ruolo chiave nel ciclo vitale 
del patogeno assicurandone la sopravvivenza anche in 
condizioni avverse. 
Sono stati sviluppati molti metodi microbiologici, 
immunoenzimatici e molecolari per la diagnosi e la 
valutazione quantitativa della densità di inoculo di V. dahliae 
nel suolo. Molti di questi risultano ancora oggi poco utilizzati 
in quanto molto laboriosi e talvolta non completamente 
affidabili. 
Il lavoro della presente tesi si è incentrato sulla messa a punto 
di un protocollo semplice e affidabile per la diagnosi 
molecolare di V. dahliae da suolo che possa essere utilizzato 
con successo dai laboratori che effettuano quotidianamente 
tale tipo di analisi.  
Abbiamo cercato quindi di modificare e semplificare al 
massimo i vari step illustrati nella varie metodologie ad oggi 
citate in letteratura. 
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Tale metodo prevede: 
• la messa a punto di una procedura che permetta una buona 
produzione di microsclerozi in-vitro; 
• la messa a punto di una metodologia che permetta la 
selezione e la raccolta di microsclerozi attraverso filtraggi 
successivi; 
• la messa a punto di un semplice metodo molecolare basato 
sull’estrazione del DNA da un terreno naturalmente infetto e 
sulla successiva identificazione di V. dahliae attraverso 
reazione di PCR utilizzando primer specie-specifici. 
Per raggiungere il nostro obiettivo sono state effettuate le 
seguenti analisi: 
• isolamento e identificazione morfologica e molecolare 
(sequenza ITS) dell’isolato 10355 di V. dahliae e successivo 
utilizzo per tutte le nostre prove; 
• produzione dei microsclerozi su substrato BMM (pH 11,5, 
20°C , 20-30 giorni di incubazione al buio); 
• separazione dei microsclerozi attraverso filtraggi successivi 
e valutazione della percentuale di germinabilità; 
• estrazione del DNA da sabbia e terreno sterile con diverse 
concentrazioni note di microsclerozi; 
• macroestrazione da terreno naturalmente infetto; 
• amplificazione mediante PCR della sequenza IGS completa, 
e di sequenze IGS parziali genere-specifiche per Verticillium 
e specie-specifiche per V. dahliae.
  Materiali e metodi 
 43 
Fig.11 - Sezioni di colletto piastrate 
su agar. 
 
3. Materiali e metodi 
 
 
3.1 Isolamento dei patogeni fungini 
In esperienze precedenti, porzioni di colletto appartenenti 
a piante di Crisantemo di diverse varietà (Lynx, Veneri e Ping 
Pong) e provenienti da differenti aziende florovivaistiche 
Toscane sono state sottoposte a trattamenti di sterilizzazione 
per l’isolamento massale dei patogeni direttamente dai tessuti 
vascolari infetti dell’ospite. 
La sterilizzazione è stata effettuata immergendo le 
porzioni di colletto in una soluzione di sodio ipoclorito all’1% 
di cloro attivo in 50% di etanolo per 10 minuti; 
successivamente si è proceduto a tre lavaggi consecutivi in 
acqua sterile. 
Le porzioni trattate sono state suddivise in frammenti più 
piccoli e poste su PDA (Potato Dextrose Agar) (figura 11) con 
aggiunta di streptomicina (300 
mg l-1) al fine di inibire 
l’eventuale sviluppo di colonie 
batteriche. 
Questo trattamento di 
sterilizzazione interessa 
esclusivamente la parte esterna 
della pianta, i patogeni che ne 
hanno colonizzato l’apparato 
vascolare si svilupperanno 
quindi sul substrato. 
L’incubazione ha previsto 
condizioni di luce e temperatura 
ambiente per il tempo 
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necessario allo sviluppo di colonie. 
Le colonie fungine che, dopo una prima analisi al 
microscopio stereoscopico mostravano strutture caratteristiche 
di Verticillium sono state trapiantate su nuove piastre di PDA 
più streptomicina (300 mg l-1). 
In questa esperienza, dagli isolati fungini ottenuti, sono 
state preparate sospensioni conidiche con acqua sterile che 
successivamente sono state piastrate su Agar Acqua (WA) al 
2% a diverse diluizioni: 3 gocce, 5 gocce e 7 gocce di 
sospensione conidica. 
Ciascuna diluizione della sospensione conidica seminata 
su WA è stata incubata a 25°C per 24 h. 
Le piastre sono state osservate allo stereomicroscopio e si è 
proceduto al prelievo di singoli conidi (figura 12) con l’ausilio 
di un bisturi. 
Gli isolamenti monoconidiali sono stati piastrati in 
piastre Petri (Ø 50 mm) contenenti PDA ed incubate come 
precedentemente descritto. 
Da ciascuna sospensione conidica delle colonie di 
partenza sono stati eseguiti 5 isolamenti monoconidiali. 
 
 
Fig.12 - Strutture di V. 
dahliae: 
D) conidioforo; 
E) conidi; 
F,G) microsclerozi. 
www.plosone.org 
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Tab.1 - Isolati fungini ottenuti dale varie aziende della zona e quelli scelti per le 
successive analisi molecolari: V. dahliae. 
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Al termine dell’incubazione, gli isolamenti sono stati 
classificati sulla base della morfologia e del colore delle 
colonie in diversi fenotipi e alcuni di essi sono stati scelti per 
le successive indagini molecolari. 
Tra tutti gli isolati monoconidiali che abbiamo ottenuto, 
abbiamo scelto il 10355 perché, dopo alcune prove sulla 
pianta ospite, è risultato essere il più virulento. 
 
 
3.2 Identificazione molecolare di V. dahliae 
Estrazione del DNA dal micelio fungino 
Ciascun isolato monoconidiale è stato trapiantato su 
piastre di PDA su cui è stato precedentemente steso un disco 
di cellophane sterile, al fine di favorire il prelievo del micelio 
da sottoporre ad estrazione; le piastre sono state incubate a 
25°C per 7/10 gg. Una volta cresciute le colonie, sono stati 
pesati 0,2 g di micelio e sono stati posti in eppendorf sterili 
ricoprendoli con etanolo al 70%. È consigliabile lasciare il 
micelio prelevato a macerare in etanolo per qualche ora prima 
di sottoporlo ad estrazione, così da favorire la lisi parietale e la 
successiva liberazione del materiale genetico. 
Dopo 2 giorni è stato accuratamente tolto l’etanolo dal 
micelio e si è proceduto all’estrazione del DNA aggiungendo 
0,2 g di sabbia e 1 ml di buffer di lisi; il micelio è stato poi 
omogenato mediante l’ausilio di micropestelli sterili per 
15min. 
All’omogenato sono stati aggiunti 0,02 g di SDS (sodio 
dodecilsolfato) e i campioni sono stati incubati in bagnomaria 
a 65°C per 40 min. Successivamente le eppendorf sono state 
centrifugate a 5400 rpm per 10 min. Il surnatante è stato 
trasferito in nuovi tubi sterili da 2 ml. 
È stato poi aggiunto ai campioni NaCl, fino al 
raggiungimento di una concentrazione di 1,4 M, e 1/10 del 
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volume di buffer contenente CTAB composto da: 10% CTAB, 
Tris-HCl 0,5 M e EDTA 0,1 M a pH 8. 
Le eppendorf sono state nuovamente incubate in 
bagnomaria a 65°C per 10 min. 
Al termine dell’incubazione, a ciascun campione è stato 
aggiunto un ugual volume di cloroformio/alcol isoamilico 
(24:1) agitando al vortex. 
I campioni sono stati centrifugati a 9200 rpm per 10 min 
recuperando la fase acquosa contenente gli acidi nucleici. 
Il DNA è stato precipitato con etanolo al 95% conservato 
a 4°C e successivamente le eppendorf sono state di nuovo 
centrifugate a 9200 rpm per 10 min. 
L’etanolo al 95% è stato eliminato ed i pellet così 
ottenuti sono stati lavati con altro etanolo al 70% mantenuto a 
4°C centrifugando nuovamente a 9200 rpm per 10 min. 
Eliminato l’etanolo al 70%, i campioni sono stati essiccati con 
l’utilizzo di una pompa a vuoto per circa 1 ora, sospesi in 50 
µl di acqua nuclease-free e conservati a -20°C per l’intera 
durata della prova. 
Amplificazione della regione ITS 
Per l’identificazione molecolare degli isolati fungini è 
stata utilizzata la sequenza dell’ITS, regione molto efficiente 
Fig.13 - Regione ITS: lunghezza: 500-700bp - www.ijser.org 
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nel riconoscimento di funghi fitopatogeni a livello di genere e 
specie (figura 13). 
Per l’amplificazione della regione ITS sono stati 
utilizzati 5 µl dei primer universali (ITS5-Forward e ITS4-
Reverse), 25 µl di GoTaq (in cui è già presente il colorante per 
la corsa elettroforetica Green MM), 13 µl di acqua nuclease-
free e 2 µl del DNA totale di ciascun campione; per il 
controllo, al posto del DNA, sono stati utilizzati 2 µl di acqua 
nuclease-free; la reazione prevede un volume finale di 50 µl. 
Il ciclo di amplificazione si basa su una prima 
denaturazione a 94°C per 1 min seguita da 30 cicli composti 
da: denaturazione a 94°C per 30”, annealing dei primer a 54°C 
per 1 min  ed estensione a 72°C per 1 min. Terminati i 30 cicli 
è prevista un’estensione finale a 72°C per 4 min (Inderbitzin et 
al., 2011). 
Elettroforesi 
Gli ITS dei campioni amplificati sono stati sottoposti a 
corsa elettroforetica (90 V, 500 mA, 1h) su gel di agarosio 
all’1%, impiegando come tampone di corsa il TBE 0,5 X 
(Trisborato-EDTA: Trizma base 0,045 M, acido borico 0,045 
M ed EDTA 0,001 M a pH 8). Il gel è stato colorato con gel-
red (1 µl ogni 10 ml di gel). 
In ogni pozzetto sono stati caricati 10 µl di campione; il 
marker utilizzato è composto da: 5 µl di marker 1 Kb DNA-
Ladder (Promega), 2 µl di colorante orange-blue loading dye e 
3 µl di acqua nuclease-free. 
Sequenziamento e analisi della regione ITS 
Prima di essere sottoposti a sequenziamento i campioni 
amplificati sono stati purificati con QIAquick PCR 
PURIFICATION KIT seguendo le istruzioni della casa 
produttrice.  
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Al prodotto di PCR si aggiungono 5 volumi di Buffer 
PB. 
Successivamente i campioni sono trasferiti nelle apposite 
colonnine poste all’interno di una eppendorf sterile e 
centrifugati per 1min a 14000 rpm; il DNA verrà trattenuto 
all’interno del filtro contenuto nella colonnina. 
Si aggiungono 750 µl del secondo buffer PE 
centrifugando 1min a 14000 rpm per due volte eliminando 
completamente il residuo del buffer PE inserito 
precedentemente. 
A questo punto, si inserisce la colonnina in nuove eppendorf 
sterili e si aggiungono 50 µl del buffer di eluizione (EB) 
centrifugando ancora una volta per 1 min così che tutto il 
materiale purificato trattenuto precedentemente dal filtro 
venga rilasciato nelle eppendorf sterili. 
Gli ITS purificati sono stati sottoposti ad una corsa 
elettroforetica per quantificare il prodotto amplificato così da 
rispettare le quantità richieste per il successivo 
sequenziamento. 
Per il sequenziamento i campioni devono avere una 
concentrazione pari a 2/4 ng ogni 100 bp per entrambe le 
sequenze: sia quella amplificata con il primer forward sia 
quella amplificata con reverse. I primer sono stati aggiunti in 
quantità pari a 6,4 pmoli, equivalenti a 1,5 µl della 
concentrazione 1:20 utilizzata nella reazione di PCR. 
Sapendo che la sequenza ITS ha una lunghezza variabile 
fra le 500 e 700 bp, la quantità da inviare per il 
sequenziamento è di circa 20 ng. La concentrazione del DNA 
è stata stimata attraverso il test di elettroforesi comparativo 
con il DNA del Fago ƛ.  
La concentrazione dei nostri campioni di DNA purificati 
è risultata di circa 25 ng µl-1 (figura 19) ed abbiamo quindi 
inviato 1 µl di ciascuno dei 5 campioni aggiungendo 1,5 µl di 
primer. 
  Materiali e metodi 
 50 
I campioni così preparati vengono muniti del loro codice 
di identificazione fornitoci dalla ditta sequenziatrice, essiccati 
a 65°C per circa 20 min ed infine inviati per il sequenziamento 
(Bmr-Genomics - Padova). 
Dal sequenziamento sono stati ottenuti cromatogrammi 
analizzati con il programma Chromas - Lite V.2.1 
(www.Technelysium.com.au) dai quali è stato possibile 
ricostruire la sequenza degli ITS di ciascuno degli isolati.  
Da ciascun cromatogramma sono state ricavate le 
sequenze in formato FASTA e sono state sottoposte ad una 
ricerca di omologia in banca dati (GenBank NCBI) con il 
software BlastN (V.2.2.6) per l’identificazione molecolare di 
ciascun isolato.  
 
 
3.3 Terreni naturali utilizzati nelle varie prove 
I campioni di terreno utilizzati nelle prove provengono 
da due serre coltivate a Crisantemo (S1 e S2) di un’azienda 
situata a Montecarlo (LU) i cui terreni erano naturalmente 
infetti da Verticillium dahliae. Il campionamento è stato 
effettuato con una trivella a circa 30 cm di profondità 
prelevando una zolla di terreno di circa 1 kg: 4 campioni nella 
serra S1 (CL1, CL2, DMDS e BIOFLASH) e 9 campioni nella 
serra S2 (C1, C2, C3, 1, 2, 3, 4, 5 e 6). 
I campioni di terreno prima di essere analizzati sono stati fatti 
asciugare all’aria per circa una settimana; successivamente 
sono stati messi in un mortaio e col pestello delicatamente 
sono stati rotti gli aggregati fino ad ottenere una polvere molto 
fine. 
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3.4 Metodi microbiologici per l’isolamento di V. dahliae 
dal terreno 
Isolamento attraverso filtraggio 
Come prima cosa è stato pensato di utilizzare un metodo 
microbiologico basato sulla piastratura dei campioni di terreno 
per la diagnosi di Verticillium dahliae. 
Come riportato in letteratura (Papavizas e Klag, 1974) 
siamo andati a separare i microsclerozi dai primi quattro 
campioni (CL1, CL2, Bioflash e DMDS) di terreno 
naturalmente infetti. 
Abbiamo pesato 10 g di ognuno dei 4 terreni, li abbiamo 
setacciati con un colino con maglia da 0,8 mm e li abbiamo 
messi ognuno in un beker con 100 ml di acqua distillata. 
Abbiamo utilizzato un microblender per 5 secondi a 3000 rpm 
per omogenizzarli al meglio e rompere le particelle più grandi. 
I campioni cosi ottenuti sono stati filtrati due volte con 
microfiltri in nylon Micropore con maglia da 41 e 100 µm 
(figura 14) e l’ausilio di una pompa a vuoto. 
Il residuo sui filtri da 41 µm è stato lavato con acqua 
distillata e sterilizzato in 100 ml di soluzione di NaClO allo 
0,25% per 8 minuti. Dopodiché i campioni sono stati filtrati di 
nuovo con filtro da 41 µm, lavati con acqua sterile e sospesi 
50 ml di acqua sterile. 
 
 
 
 
 
Fig.14 - Filtri 
Micropore 41 e 
100µm. 
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Abbiamo poi steso il mezzo di coltura basato su PDA (39 
g l-1) con l’aggiunta di alcuni antibiotici per limitare lo 
sviluppo di batteri: streptomicina 300 mg l-1, ampicillina 250 
mg l-1 e rifampicina 10 mg l-1. Sono stati messi 15 ml di 
substrato in piastre Petri da 10 cm di diametro preparando 25 
repliche per ognuno dei 4 terreni. 1 ml di sospensione è stato 
distribuito in modo omogeneo sulla superficie di ciascuna 
piastra con l’ausilio di un’ansa sterile. 
Le piastre sono state incubate al buio a 24°C e osservate 
giornalmente.  
Isolamento tramite gradiente di densità  
Abbiamo provato a separare i microsclerozi dai campioni 
di terreno attraverso un gradiente di densità in una soluzione al 
70% di saccarosio come riportato in letteratura (Debode et al., 
2011). 
50 g di terreno dei primi 4 campioni, sono stati pestellati 
in un mortaio, setacciati con un colino con maglie da 0,8 mm e 
mescolati a 50 ml di soluzione di saccarosio al 70%. 
Dopodiché i campioni sono stati posti in Falcon da 50 ml le 
quali sono state centrifugate a 13000 rpm per 20’. 
Il surnatante che dovrebbe contenere i microsclerozi è 
stato recuperato e filtrato con microfiltro da 41 µm; il 
materiale residuo sui filtri è stato lavato con acqua distillata e 
sospeso in 50 ml di acqua sterile. 
E’ stato preparato il mezzo di coltura PDA (39 g l-1) con 
l’aggiunta di streptomicina (300 mg l-1) in piastre Petri da 10 
cm di diametro (15 ml di substrato). 
Le sospensioni potenzialmente contenenti i 
microsclerozi, sono state distribuite in modo omogeneo sulla 
superficie di ciascuna piastra con l’ausilio di un’ansa sterile. 
Sono state preparate 15 piastre con quantità diverse di 
sospensione (1 ml, 0,5 ml, 0,25 ml e 0,125 ml) per ognuno dei 
4 terreni testati per un totale di 240 piastre (60 per terreno). 
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Le piastre sono state incubate al buio a 24°C e osservate 
giornalmente. 
 
 
3.5 Produzione e ottenimento dei microsclerozi 
Abbiamo proceduto alla preparazione e alla stesura del 
substrato BMM, il migliore mezzo di coltura per l’ottenimento 
dei microsclerozi (Xiaoping Hu et al., 2013). 
Tale mezzo è così composto:  
• Glucosio 5 g l-1 
• NaNO3 0,2 g l-1 
• KCl 0,52 g l-1  
• MgSO4 x 7H2O 0,52 g l-1  
• KH2PO4 1,52 g l-1 
• Tiamina HCl 3 µM  
• Biotina 0,1 µM 
• Agarosio 20 g l-1 
 
Abbiamo proceduto alla solubilizzazione della parte 
inorganica e dell’agarosio in acqua distillata e abbiamo 
sterilizzato in autoclave per 20’ a 121°C. Una volta 
raffreddato sotto i 50°C abbiamo preparato delle soluzioni 
stock di Tiamina e Biotina e le abbiamo aggiunte al substrato 
ancora liquido. Abbiamo aggiustato il pH mediante l’aggiunta 
di NaOH fino al valore di 11,5 e abbiamo steso il substrato su 
capsule Petri da 11 cm di diametro, 15 ml per singola piastra. 
Una volta solidificato il substrato abbiamo steso sopra di 
esso il cellophane opportunamente sterilizzato in autoclave 
all’interno di beute. Abbiamo seminato V. dahliae isolato 
10355, prelevando piccole porzioni di micelio dalle colonie in 
nostro possesso, e abbiamo posto le piastre in camera di 
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crescita al buio a 20°C per 20 gg finché non erano stati 
prodotti moltissimi microsclerozi (Xiaoping Hu et al., 2013). 
Una volta ottenuti i microsclerozi abbiamo lavato la 
superficie del cellophane con 10 ml di acqua sterile, l’abbiamo 
raccolta in beker a loro volta sterili e abbiamo effettuato due 
step di microfiltraggio con l’ausilio di una pompa a vuoto. 
Prima abbiamo usato un filtro da 100 µm per trattenere il 
micelio e altre particelle ma lasciar passare i microsclerozi; 
successivamente uno da 41 µm per trattenere i microsclerozi. 
A questo punto abbiamo ottenuto diversi filtri da 41 µm con 
sopra moltissimi microsclerozi e, una volta essiccati all’aria, li 
abbiamo utilizzati per i test successivi.  
Abbiamo ripetuto la procedura 12 mesi dopo per ottenere 
dallo stesso isolato di V. dahliae due stock di microsclerozi 
con età diverse. 
Valutazione germinabilità 
E’ stato effettuato un test per esaminare la percentuale di 
germinabilità dei microsclerozi subito dopo il termine della 
prova e dopo 12 mesi. 
Abbiamo seminato, prelevandoli direttamente dal filtro 
da 41 µm con un’ansa di vetro, 50 microsclerozi di 12 mesi di 
età e 50 appena ottenuti, 5 per piastra, su 20 piastre totali. 
Come substrato abbiamo utilizzato del normale PDA con 
l’aggiunta di streptomicina per limitare al massimo la crescita 
di batteri che avrebbero compromesso la successiva lettura. Le 
piastre sono state incubate a 24°C al buio per 7 gg al termine 
dei quali si è proceduto al conteggio dei microsclerozi 
germinati. 
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3.6 Estrazione del DNA da varie matrici 
 
Nel corso della messa a punto del metodo abbiamo 
condotto diverse prove per estrarre il DNA dai microsclerozi 
da diverse matrici nella maniera migliore. Siamo partiti dal 
testare il metodo che prevede l’utilizzo del latte scremato in 
polvere su circa 200 microsclerozi prelevati a mano dal filtro 
di setacciatura e sabbia sterile (Volossiouk et al., 1995). Una 
volta verificata la bontà della procedura siamo passati a prove 
su matrice con complessità chimico-fisico-biologica crescente: 
sabbia sterile, terreno naturale sterilizzato fino ad arrivare ad 
un suolo naturalmente infetto da V. dahliae. 
Microsclerozi 
Sotto lo stereomicroscopio sono stati contati 200 
microsclerozi. L’operazione è stata svolta su una piastra Petri 
vuota sulla quale abbiamo agitato in precedenza un filtro da 41 
µm contenente i microsclerozi ottenuti da colture pure.  
Con l’aiuto di un capillare in vetro bagnato i 
microsclerozi sono stati recuperati, uno ad uno, dal filtro e 
sono stati depositati nel mortaio contente qualche goccia di 
acqua distillata.  
Successivamente i microsclerozi sono stati pestellati nel 
mortaio per 15 minuti assieme a 1 g di sabbia sterile e 300 µl 
di soluzione di latte scremato in polvere al 3,2% (p/v). 
Dopodiché si è raccolto il tutto dividendolo equamente in 4 
eppendorf da 1,5 ml e aggiungendo in ogni eppendorf 590 µl 
di soluzione di latte per un totale, compresi i 300 µl 
precedenti, di 2,66 ml per 1 grammo di sabbia. 
Le eppendorf sono state agitate brevemente sul vortex e 
centrifugate a 12000 rpm per 10’. Il surnatante è stato 
prelevato e posto in eppendorf nuove, aggiungendo SDS per 
avere una concentrazione di 20 mg ml-1. Le eppendorf così 
preparate sono state incubate in bagnomaria a 65°C per 40’. 
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Dopodiché le provette sono state centrifugate a 6000 rpm 
per 10’, prelevando il surnatante, che è posto in nuove 
eppendorf a cui sono stati aggiunti di 1,4 M NaCl e CTAB 
(1/10 in volume). Le provette sono nuovamente incubate a 
bagnomaria a 65°C per 10’. 
Dopo il raffreddamento a 4°C a ciascuna eppendorf è 
stata aggiunta una soluzione di cloroformio : alcol isoamilico 
1:1, agitando brevemente e centrifugando a 12000 rpm per 
10’. Si preleva la fase superiore contenente il DNA estratto e 
si pone in eppendorf nuove. 
Infine il DNA estratto è stato precipitato aggiungendo 
2,5 volumi di etanolo al 95%, agitando brevemente, e 
raffreddando a -80°C per 1 h. Le provette sono poi 
centrifugate per 5’ a 14000 rpm; il pellet ottenuto è lavato in 
etanolo al 70%, centrifugato nuovamente ed essiccato. Infine 
il DNA è stato risospeso in 100 µl di acqua sterile nucleasi-
free. 
Sabbia sterile inoculata artificialmente  
Il procedimento di estrazione del DNA descritto nel sotto 
paragrafo precedente (microsclerozi) è stato ripetuto con 
campioni di sabbia sterile (1 g) a cui sono stati aggiunti 
rispettivamente: 1 microsclerozio, 10 microsclerozi, 100 
microsclerozi. 
Son o stati utilizzati un totale di 4 campioni e il quarto 
campione (senza microsclerozi aggiunti) lo abbiamo usato 
come controllo negativo. 
Terreno sterile inoculato artificialmente  
Il procedimento di estrazione del DNA descritto nel sotto 
paragrafo precedente (microsclerozi) è stato ripetuto 
utilizzando 0,66 g di terreno sterile e 0,33 g di sabbia sterile 
anziché 1g di sabbia sterile per valutare come la maggior 
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complessità della matrice di estrazione potesse influenzare 
l’estrazione stessa. Sono state effettuate quattro estrazioni 
aggiungendo al grammo di campione composto da terreno 
sterile e sabbia sterile rispettivamente: 1 microsclerozio, 10 
microsclerozi, 100 microsclerozi. Al quarto campione non 
abbiamo aggiunto nulla e lo abbiamo usato come controllo 
negativo. 
Terreno naturalmente infetto 
Per prima cosa abbiamo provato ad estrarre il DNA dai 
campioni di terreno con il metodo sopra descritto. Tuttavia 
dopo aver usato i DNA estratti per la reazione di PCR non 
abbiamo avuto alcun risultato. 
Di conseguenza abbiamo apportato alcune modifiche alle 
procedure sopra descritte, trasformando l’estrazione di DNA 
in una macroestrazione. Abbiamo pensato infatti di utilizzare 
come campione 10 g di terreno così composti: 6,66 g di 
terreno naturale e 3,33 g di sabbia sterile. Di conseguenza 
abbiamo aumentato proporzionalmente la quantità di 
soluzione di latte scremato per un totale di 26,6 ml. Il tutto è 
stato introdotto in una falcon da 50 ml e poi il protocollo e 
rimasto invariato. 
 
 
 
3.7 Amplificazione del DNA ottenuto dalle varie matrici 
Per prima cosa abbiamo provato a fare correre su gel di 
agarosio i campioni di DNA estratti, assieme al DNA di Fago 
ƛ per quantificarli, tuttavia non abbiamo notato alcun DNA 
visibile. Di conseguenza siamo passati alle successive fasi di 
amplificazione della sequenza ITS mediante PCR. 
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Si riporta in figura 15 una schematizzazione delle regioni 
amplificate e delle coppie di primer. 
 
Regione ITS 
Per prima cosa abbiamo amplificato la sequenza ITS di 
V. dahliae (circa 550 bp) per vedere se l’estrazione del DNA 
aveva dato i suoi frutti. Siamo partiti dai 7 campioni iniziali: 
• campione estratto da sabbia sterile con aggiunta di 200 
microsclerozi; 
• 3 campioni estratti da sabbia sterile con l’aggiunta di 1, 10, 
100 microsclerozi; 
• 3 campioni estratti da terreno sterile con l’aggiunta di 1, 10, 
100 microsclerozi. 
 
Per l’amplificazione della regione ITS sono stati 
utilizzati 5µl dei primer universali (ITS5 come forward e ITS4 
come reverse (White et al., 1990)), 25 µl di GoTaq (in cui è 
già presente il colorante per la corsa elettroforetica Green 
MM), 13 µl di acqua nuclease-free e 2 µl del DNA totale di 
Fig.15 - Schema delle regioni amplificate e dei primer utilizzati. 
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ciascun campione; per il controllo, al posto del DNA sono 
stati utilizzati 2 µl di acqua nuclease-free. 
La reazione prevede un volume finale di 50 µl. 
Di seguito i primer utilizzati: 
ITS4: TCCTCCGCTTATTGATATGC 
ITS5: GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG  
Il ciclo di amplificazione si basa su una denaturazione a 
94°C per 1’ seguita da 30 cicli composti da denaturazione a 
94°C per 30”, annealing dei primer a 54°C per 1’ ed 
estensione a 72°C per 1’. Terminati i 30 cicli è prevista 
un’estensione finale a 72°C per 4’ (Inderbitzin et al., 2011). 
Regione IGS totale 
Una volta visti i risultati delle sequenze ITS amplificate e 
verificata quindi la presenza di DNA nei campioni estratti 
abbiamo proseguito le analisi amplificando la sequenza IGS 
completa (circa 1700 bp) che contiene al suo interno segmenti 
specifici per il genere Verticillium e per la specie V. dahliae. 
Per quanto riguarda l’amplificazione della sequenza IGS 
abbiamo utilizzato i seguenti campioni di DNA per testare 
ciclo e primers: 
• campione estratto da sabbia sterile con aggiunta di 200 
microsclerozi; 
• 2 campioni estratti da sabbia sterile con l’aggiunta di 10 e 
100 microsclerozi; 
• 2 campioni estratti da terreno sterile con l’aggiunta di 10 e 
100 microsclerozi; 
• DNA genomico dell’isolato 10355 di V. dahliae. 
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Per l’amplificazione della regione IGS sono stati 
utilizzati primer universali in concentrazione 0,5 µM (CNS1 
come forward e CNL12 come reverse (White et al., 1990)), 25 
µl di GoTaq (in cui è già presente il colorante per la corsa 
elettroforetica Green MM), 13 µl di acqua nuclease-free e 2 µl 
del DNA totale di ciascun campione; per il controllo, al posto 
del DNA sono stati utilizzati 2 µl di acqua nuclease-free. 
La reazione prevede un volume finale di 50 µl. 
Di seguito i primer utilizzati: 
CNS1: GAGACAAGCATATGACTACTG 
CNL12: CTGAACGCCTCTAAGTCAG 
Il ciclo di amplificazione si basa su una denaturazione a 
94°C per 2’ seguita da 35 cicli composti da denaturazione a 
94°C per 45”, annealing dei primer a 55°C per 45’’ ed 
estensione a 72°C per 2’. Terminati i 35 cicli è prevista 
un’estensione finale a 72°C per 2’. 
Abbiamo ripetuto l’amplificazione della sequenza IGS 
completa per i 4+9 terreni naturali potenzialmente infetti con 
gli stessi primers (CNS1 e CNL12) e nelle stesse condizioni di 
cui sopra. 
Regione IGS parziale specifica per il genere Verticillium 
Abbiamo dapprima amplificato la sequenza IGS parziale 
generespecifica per Verticillium e speciespecifica per V. 
dahliae partendo dal DNA genomico dell’isolato 10355 di V. 
dahliae per testare le relative coppie di primer. Per ogni 
coppia, sono stati utilizzati nella reazione di PCR sia con 1 µl 
che 2 µl di DNA. 
Per l’amplificazione di queste porzioni della regione IGS 
sono stati utilizzati primer Ver2/Ver3 e Vd7b/Vd10 in 
concentrazione 1 µM, 25 µl di GoTaq (in cui è già presente il 
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colorante per la corsa elettroforetica Green MM), 13/14 µl di 
acqua nuclease-free e 1/2 µl di DNA; per il controllo, al posto 
del DNA è stata utilizzata acqua nuclease-free. 
Il ciclo di amplificazione si basa su una prima 
denaturazione a 94°C per 5’ seguita da 40 cicli composti da 
denaturazione a 94°C per 45”, annealing dei primer a 55°C per 
45’’ e estensione a 72°C per 30’’. Terminati i 40 cicli è 
prevista un’estensione finale a 72°C per 10’ (Nigro et al., 
2002).  
La coppia di primers Ver2/Ver3 genere-specifica (figura 
16) per Verticillium genera un frammento di 339 bp (Yosra, 
2012). 
Di seguito i primer utilizzati: 
Ver2: TCGCCGATTCCTCCACCA 
Ver3: CCAATTCCCGGGTAGCTC 
Una volta verificata la bontà dei primer e del relativo 
ciclo siamo passati alla prova finale, ovvero l’amplificazione 
delle sequenze relative ai primer generespecifici Ver2/Ver3 
per i seguenti campioni: 
Fig.16 - Regione IGS con primers genere e speciespecifici per 
Verticillium e V. dahliae - www.plosone.org 
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• 18 campioni di IGS completo amplificati da DNA estratto 
da 5 campioni di terreno inoculati artificialmente più 13 
naturali potenzialmente infetti (nested PCR);  
• 1 campione di DNA estratto da sabbia sterile con aggiunta 
di 200 microsclerozi più 4 campioni di DNA estratti da 
sabbia e terreno sterile con l’aggiunta di 10 e 100 
microsclerozi (PCR diretta);                  
• 9 campioni di DNA estratti da terreni naturali 
potenzialmente infetti (PCR diretta).                        
Regione IGS parziale specifica per la specie V. dahliae 
Abbiamo poi amplificato la sequenza IGS parziale 
speciespecifica per V. dahliae con la coppia di primers 
Vd7b/Vd10 la quale genera un frammento di 139 bp (Yosra, 
2012). 
 
Di seguito i primer utilizzati: 
Vd7b: TTCAAGAGTCTGCTTGCGG 
Vd10: GACCGGCCATAGGGTAATCT 
Per l’amplificazione sono stati utilizzati primer 
Vd7b/Vd10 in concentrazione 1 µM, 25 µl di GoTaq (in cui è 
già presente il colorante per la corsa elettroforetica Green 
MM), 13 µl di acqua nuclease-free e 2 µl di DNA; per il 
controllo, al posto del DNA è stata utilizzata acqua nuclease-
free. 
Il ciclo di amplificazione è stato lo stesso usato per la 
porzione della regione ITS genere-specifica (Nigro et al., 
2002).  
I campioni sottoposti a reazione di PCR, come nello step 
precedente sono stati: 
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• 18 campioni di IGS completo amplificati da DNA estratto da 
5 campioni di terreno inoculati artificialmente più 13 naturali 
potenzialmente infetti (nested PCR);                          
• 1 campione di DNA estratto da sabbia sterile con aggiunta 
di 200 microsclerozi più 4 campioni di DNA estratti da 
sabbia e terreno sterile con l’aggiunta di 10 e 100 
microsclerozi (PCR diretta);                    
• 9 campioni di DNA estratti da terreni naturali 
potenzialmente infetti (PCR diretta).               
 
 
3.8 Gel elettroforesi dei prodotti di PCR 
Le sequenze amplificate, per verificare il corretto esito 
della reazione di PCR, sono state sottoposte a corsa 
elettroforetica (90 V, 500 mA, 1 h) su gel di agarosio all’1%, 
impiegando come tampone di corsa il TBE 0,5 X (Trisborato-
EDTA, Trizma base 0,045 M, acido borico 0,045 M e EDTA 
0,001 M a pH 8). Il gel è stato colorato con gel-red (1 µl ogni 
10 ml di gel). 
In ogni pozzetto sono stati caricati 10 µl di campione; il 
marker utilizzato è composto da: 5 µl di marker 1 Kb DNA-
Ladder (Promega), 2 µl di colorante orange-blue loading dye e 
3 µl di acqua nuclease-free. 
 
 
 
3.9 Purificazione e sequenziamento della regione ITS 
E’ stata eseguita la purificazione e il sequenziamento dei 
5 amplificati della regione ITS di V. dahliae provenienti dai 
campioni di DNA estratti da sabbia sterili con aggiunta di 200 
microsclerozi, sabbia sterile con aggiunta di 10 e 100 
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microsclerozi e terreno sterile con aggiunta di 10 e 100 
microsclerozi. 
Prima di essere sottoposti a sequenziamento i campioni 
amplificati sono stati purificati con QIAquick PCR 
PURIFICATION KIT seguendo le istruzioni della casa 
produttrice. Al prodotto di PCR si aggiungono 5 volumi di 
Buffer PB. 
Successivamente i campioni sono trasferiti nelle apposite 
colonnine poste all’interno di una eppendorf sterile e 
centrifugati per 1min a 14000 rpm; il DNA verrà trattenuto 
all’interno del filtro contenuto nella colonnina. 
Si aggiungono 750 µl del secondo buffer PE 
centrifugando 1 min a 14000 rpm per due volte eliminando 
completamente il residuo del buffer PE inserito 
precedentemente. 
A questo punto, si inserisce la colonnina in nuove 
eppendorf sterili e si aggiungono per finire 50 µl del buffer di 
eluizione (EB), centrifugando ancora una volta per 1 min così 
che tutto il materiale purificato trattenuto precedentemente dal 
filtro viene rilasciato nelle eppendorf sterili. 
Le sequenze purificate sono state sottoposte ad una corsa 
elettroforetica per quantificarle, così da rispettare le quantità 
richieste per il successivo sequenziamento. 
Per il sequenziamento i campioni devono avere una 
concentrazione pari a 2/4 ng ogni 100 bp per entrambe le 
sequenze: sia quella amplificata con il primer forward sia 
quella amplificata con quello reverse. 
I primer sono stati aggiunti in quantità pari a 6,4 pmoli, 
equivalenti a 1,5 µl della concentrazione 1:20 utilizzata nella 
reazione di PCR. 
Sapendo che la sequenza ITS ha una lunghezza variabile 
fra le 500 e 700 bp, la quantità da inviare per il 
sequenziamento è di circa 20 ng. La concentrazione del DNA 
rilevate attraverso il test di elettroforesi comparativo con il 
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marker specifico Mass Ruler Low Range DNA ladder 
(Fermentas).  
La concentrazione dei nostri campioni di DNA purificati 
è risultata di circa 1 ng µl-1 (figura 33) ed abbiamo quindi 
inviato 20 µl di ciascuno dei 5 campioni aggiungendo 1,5 µl di 
primer. 
I campioni così preparati vengono muniti del loro codice 
di identificazione fornitoci dalla ditta, essiccati a 65°C per 
circa 20 min ed infine inviati per il sequenziamento (Bmr-
Genomics - Padova). 
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4. Risultati e discussione 
 
 
4.1 Isolamento dei patogeni fungini 
Gli isolamenti massali dalle piante di Crisantemo che 
mostrano evidenti sintomi di Tracheomicosi sono stati in 
totale 27. L’osservazione microscopica delle colonie ha 
evidenziato che 15 di esse erano ascrivibili al genere 
Verticillium spp (figura 17). 
La successiva analisi al microscopio delle colonie 
ottenute dai preparati monoconidiali ha confermato che esse 
mostrano caratteristiche morfologiche e strutturali del genere 
Verticillium (Inderbitzin et al., 2011).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.17 - Isolati monoconidiali di Verticillium dahliae 10355 
su PDA (colore scuro per la presenza di microsclerozi con 
margine regolare e forma circolare) e 10360 (di colore 
bianco, circolare, dall’aspetto lanoso, privo di microsclerozi). 
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4.2 Identificazione molecolare di V. dahliae 
Amplificazione ITS 
I risultati dell’amplificazione della regione ITS con i 
primer universali ITS-5 (F) e ITS-4 (R) sono mostrati in figura 
18. 
L’amplificazione della regione ITS di Verticillium spp. 
origina frammenti di lunghezza compresa fra 500 e 700 bp 
confermando quanto riportato da Inderbitzin et al. (2011) e da 
Chehri et al. (2011). 
 
 
Fig.18 - Gel elettroforetico dei prodotti di amplificazione della 
regione ITS dei 12 isolati monoconidiali che su base morfologica sono 
stati classificati come Verticillium spp: 1 (10358), 2 (10360), 3 (10361), 
4 (10357), 5 (10354), 6 (10355) , 7 (10356), 8 (10363), 9 (10353), 10 
(10359), 11 (10362), 12 (10364) e C (controllo). Il marker (M) 
impiegato è il 100 bp DNA ladder. 
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Quantificazione e sequenziamento della regione ITS 
Alcuni dei prodotti di PCR scelti per il sequenziamento 
sono stati purificati e successivamente quantificati con Fago ƛ 
(25 e 50 ng) (figura 19).  
Gli amplificati troppo concentrati sono stati 
successivamente diluiti per raggiungere la concentrazione 
richiesta (circa 50 ng µl-1) . 
 
Dal sequenziamento sono stati ottenuti cromatogrammi 
analizzati con il programma Chromas Lite V.2.1 
(www.Technelysium.com.au) dai quali è stato possibile 
ricostruire la sequenza ITS di ciascuno degli isolati. 
Fig.19 - Gel elettroforetico per la quantificazione degli ITS di 
Verticillium: 1 (10355), 2 (10356), 3 (10363), 4 (10353), 5 (10362), 6 
(10364). Il marker per la quantificazione è il Fago ƛ (25 e 50 ng). 
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Da ciascun cromatogramma sono state ricavate le 
sequenze in formato FASTA che sono state sottoposte ad una 
ricerca di omologia in GenBank (NCBI) con programma 
BlastN (V.2.2.6) per l’identificazione molecolare di ciascun 
isolato. 
         I risultati di quest’analisi hanno mostrato che le 
sequenze avevano un’omologia elevata (99%) con Verticillium 
dahliae. 
Tuttavia abbiamo osservato leggere differenze di peso 
molecolare tra le regioni ITS di V. dahliae amplificate, seppur 
appartenenti ad individui della stessa specie. 
Come riportato in letteratura possono esserci variazioni 
sulla sequenza ITS all’interno di una stessa specie. Questo è 
dimostrato in uno studio effettuato su V. lecanii dove sono 
stati analizzati gli ITS di 31 isolati trovando differenze di circa 
20 bp su un totale di 600 dovute a inserzioni e delezioni (Zare 
et al., 1999). 
Tali possibili variazioni e il fatto che il gel possa avere 
corso in condizioni non ottimali possono, assieme, spiegare le 
differenze osservate sul gel (figura 18). 
 
 
 
4.3 Metodi microbiologici per l’isolamento di V. dahliae 
dal terreno 
Isolamento attraverso filtraggio 
Come prima cosa abbiamo pensato di utilizzare un 
metodo microbiologico basato sulla piastratura dei campioni 
di terreno per la diagnosi di Verticillium da terreno. 
Utilizzando un protocollo messo a punto per 
Macrophomina phaseolina (Papavizas e Klag, 1974) sono stati 
separati i microsclerozi dai primi quattro campioni (CL1, CL2, 
Bioflash e DMDS) di terreno naturalmente infetti. 
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I risultati non sono stati positivi in quanto abbiamo 
osservato solo sporadicamente colonie di V. dahliaei. Dopo 
circa 7 gg, non è stato più possibile eseguire alcuna lettura 
perché vari conaminanti (batteri e funghi) presenti nel 
campione ricoprivano le piastre in maniera quasi totale. 
Isolamento tramite gradiente di densità  
Successivamente si è provato a separare i microsclerozi 
dai campioni di terreno attraverso un gradiente di densità in 
una soluzione al 70% di saccarosio come riportato in 
letteratura (Debode et al., 2011). 
I risultati non sono stati positivi in quanto non abbiamo 
osservato colonie di V. dahliae benché non fossero presenti 
agenti inquinanti in quantità eccessiva. In un primo momento 
siamo stati portati a pensare che nei campioni ottenuti non 
fossero presenti microsclerozi. Tuttavia, i terreni dai quali 
provenivano tali campioni erano senza dubbio infetti, in 
quanto le piante di crisantemo che vi sono state coltivate 
hanno sviluppato i sintomi correlati alla Verticilliosi. 
Da tali considerazioni ne consegue che il metodo basato 
sul gradiente di densità non è risultato adeguato alla 
separazione dei microsclerozi o che questi non hanno 
germinato. 
La maggior variazione dei risultati riguardanti i metodi di 
piastratura avviene a livello di piastre Petri (Termorshuizen et 
al., 1998). Questo può suggerire che la germinazione dei 
microsclerozi di V. dahliae è influenzata da moltissimi fattori, 
molti tutt’oggi ignoti, i quali possono provocare la fungistasi e 
inibire la crescita del fungo sul mezzo di coltura. 
Inoltre, anche la germinazione di altri organismi sul 
substrato può impedire lo sviluppo di V. dahliae dai 
microsclerozi e ciò impedisce la formazione di colonie visibili 
necessarie per il saggio in questione (Goud e Termorshuizen, 
2003). 
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4.4 Produzione e ottenimento dei microsclerozi 
La produzione in-vitro di microsclerozi di V. dahliae è 
molto importante per studiare i vari aspetti della malattia e il 
suo controllo. 
Si è quindi proceduto alla preparazione e alla stesura del 
substrato BMM (Xiaoping Hu et al., 2013). Dopo avere 
seminato V. dahliae isolato 10355 e aver posto le piastre in 
camera di crescita al buio a 20°C per 20 gg abbiamo osservato 
la produzione di moltissimi microsclerozi. 
Una volta ottenuti i microsclerozi abbiamo proceduto a 
due step di microfiltraggio (100 µm e 41 µm) per separarli. 
Sono stati ottenuti diversi filtri da 41 µm con sopra moltissimi 
microsclerozi che, una volta essiccati all’aria, sono stati 
utilizzati per i test successivi. 
La stessa procedura di separazione è stata effettuata dopo 
12 mesi dopo per ottenere dallo stesso isolato di V. dahliae 
due stock di microsclerozi con età diverse e abbiamo 
effettuato un test per esaminare la percentuale di germinabilità 
dopo 12 mesi. 
Dall’analisi delle piastre è emerso che 6 microsclerozi su 
50 totali hanno germinato per quanto riguarda quelli mantenuti 
in piastra per 12 mesi mentre 40 su 50 per quelli ottenuti al 
termine della prova di produzione dei microsclerozi. Le 
percentuali di germinazioni sono risultate rispettivamente del 
12% e dell’80%. 
Questo accorda con quanto riportato in letteratura circa il 
decremento della percentuale di germinazione dei 
microsclerozi nel tempo. 
In uno studio del 1985 (Olsson e Nordbring-Hertz) è 
stata analizzata la percentuale di germinazione di diversi lotti 
di microsclerozi di diverse dimensioni prodotti da V. dahliae. 
E’ stato osservato che la percentuale di germinazione dei 
microsclerozi con dimensioni di circa 40 µm è passata, in 
media, dal 70% per i microsclerozi aventi 4 settimane al 40% 
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per quelli aventi 11 settimane. Per quanto riguarda i 
microsclerozi di dimensioni di 80 µm la percentuale è passata 
dal 70% al 50%. 
Questa differenza può essere spiegata, secondo gli autori, 
con il minor grado di melanizzazione della parete dei 
microsclerozi di dimensioni minori rispetto a quelli più grandi. 
Inoltre le percentuali di germinazione più basse rilevate 
da Olsson e Nordbring-Hertz, rispetto a quelle da noi 
riscontrate, possono essere spiegate col fatto che i loro 
microsclerozi erano stati sottoposti a diversi cicli di 
bagnatura/asciugatura, al fine di simulare le condizioni in cui 
si trovano in campo. 
Un altro lavoro del 1977 (Ben-Yephet e Pinkas) mostra 
anch’esso che la percentuale di germinazione di 17 lotti di 
microsclerozi aventi dimensioni comprese tra 37 e 74 µm è 
passata dal 90% al 10% in 6 mesi. 
 
 
4.5 Diagnosi di V. dahliae nel terreno: messa a punto del 
protocollo 
Visti i risultati ottenuti con i metodi microbiologici 
abbiamo deciso di affrontare la diagnosi di V. dahliae nel 
suolo utilizzando l’approccio molecolare. 
E’ stato deciso di estrarre il DNA dai microsclerozi che 
costituiscono di fatto la fonte di inoculo primaria dei terreni 
naturalmente infetti. Nel corso della messa a punto del metodo 
abbiamo condotto diverse prove per estrarre il DNA dai 
microsclerozi da diverse matrici nella maniera migliore.  
Siamo partiti dal testare il metodo che prevede l’uso del 
latte scremato in polvere su circa 200 microsclerozi prelevati 
sotto il microscopio stereoscopico dal filtro di setacciatura e 
sabbia sterile (Volossiouk et al., 1995). Una volta verificata la 
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bontà della procedura siamo passati a prove su matrice con 
complessità chimico-fisico-biologica crescente. 
Per prima cosa abbiamo confermato la bontà del metodo 
su sabbia sterile inoculata artificialmente con 1, 10 e 100 
microsclerozi; successivamente abbiamo ripetuto la prova in 
terreno naturale sterilizzato in autoclave. 
Infine, per validare il metodo e poterlo usare nelle 
normali analisi diagnostiche su campioni di terreno naturali 
potenzialmente infetti in maniera naturale, siamo passati a 
testarlo su campioni di suolo naturalmente infetti da V. 
dahliae. 
I metodi molecolari per la quantificazione di V. dahliae 
nel suolo si basano sulla rilevazione di sequenze nucleotidiche 
specie-specifiche, utilizzando la reazione a catena della 
polimerasi (PCR) con primer specifici. La maggior parte dei 
metodi descritti in letteratura si basano su differenze della 
sequenza ITS dell’rDNA. Essi sono stati sviluppati 
inizialmente per culture pure e per la rilevazione e 
quantificazione in-planta (Carder et al., 1994) e sono stati 
adattati per il rilevamento (Perez-Artes et al., 2001) e 
quantificazione (Krishnamurthy et al., 2001) nel suolo. 
Mahuku e Platt (2002) hanno quantificato V. dahliae nel 
terreno prelevato in campo e hanno confrontato il loro saggio 
di PCR con un metodo di piastratura che prevede la 
setacciatura con acqua su un filtro da 38 µm seguita da 
sedimentazione in saccarosio e piastratura su terreno NPX. Il 
test di PCR ha generalmente rilevato più microsclerozi rispetto 
alla tecnica di piastratura. I saggi di PCR forniscono risultati 
in 1-2 giorni, molto più velocemente rispetto alle tecniche di 
piastratura, poiché le fasi di incubazione non sono necessarie: 
non è necessario neanche il tempo della conta delle colonie. 
Tuttavia ulteriori dati sono necessari per stimare correlazione 
tra quantità di DNA rilevata nel suolo e quantità di malattia in 
campo (Goud e Termorshuizen, 2003). 
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4.6 Estrazione del DNA da varie matrici 
La PCR viene applicata sempre più spesso per la 
diagnosi dei microrganismi nell'ambiente, in particolare nel 
terreno. La semplicità di questa tecnologia, insieme alla sua 
capacità di rilevare piccole quantità di DNA la rendono un 
metodo importante, potente e affidabile per rilevare gli agenti 
patogeni.  
Nonostante tali caratteristiche, ci sono diversi fattori che 
hanno limitato l’uso di tale metodica su larga scala ma quello 
principale è che le tecniche di estrazione del DNA sono spesso 
laboriose e non molto affidabili. Tuttavia negli ultimi due 
decenni, i metodi per l'estrazione di DNA da campioni di 
terreno sono stati notevolmente migliorati. Gli organismi 
bersaglio sono stati però quasi sempre separati dai campioni di 
suolo e talvolta anche messi in coltura.  
Ad esempio Faegri et al. (1977) hanno utilizzato la 
centrifugazione differenziale seguita da una lisi delle cellule e 
solo in seguito hanno proceduto con l'estrazione dell'acidi 
nucleici.  
Holben et al. (1983) hanno invece sviluppato una 
procedura utilizzando polivinilpirrolidone per eliminare la 
materia organica del suolo e la centrifugazione in gradiente di 
densità di cloruro di cesio per purificare il DNA.  
Sebbene questi approcci siano stati efficaci, essi hanno 
richiesto una grossa mole di lavoro.  
Sono anche stati sviluppati metodi specifici per l'uso con 
PCR. Ad esempio Pillai et al. (1991) hanno sviluppato una 
procedura per separare le cellule batteriche attraverso 
centrifugazione in gradiente di saccarosio, ma ancora una 
volta l'approccio per applicazione su vasta scala richiede 
troppo lavoro e tempo impiegato. 
L'estrazione diretta del DNA da organismi del suolo 
senza purificazione o piastratura preventiva costituisce 
chiaramente un'alternativa attraente. In questo caso però, i 
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contaminanti negli estratti di DNA i quali inibiscono la 
reazione di PCR e sono responsabili di perdite di DNA sono 
stati dimostrati essere i principali agenti limitanti lo sviluppo 
di tali tecnologie. Tuttavia, tali approcci sono anche 
cominciati ad essere utilizzati con discreto successo.  
Ad esempio, Picard et al. (1992) hanno utilizzato 
ultrasuoni, riscaldamento a microonde e shock termici per 
disgregare le cellule in-situ, ma poi sono state necessarie tre 
fasi di cromatografia liquida per purificare il DNA da 
contaminanti che avrebbero inibito la PCR.  
In uno studio simile, Smalla et al. (1993) hanno 
utilizzato cloruro di cesio per la purificazione del DNA, con 
risultati ancora migliori, ma il protocollo è risultato ancora 
relativamente costoso e bisognoso di molto lavoro manuale.  
In nostri sforzi si sono concentrati allora sulla ricerca di 
una metodologia di estrazione diretta senza necessità di 
purificare il DNA ma che fornisse al contempo campioni 
utilizzabili per analisi basate su PCR. In particolare ci siamo 
affidati alla metodologia messa a punto da Volossiouk et al. 
(1995) che prevede l’uso del latte scremato in polvere nella 
fase di estrazione. La semplicità, velocità e il basso costo di 
questo approccio lo rendono particolarmente utile per gli studi 
su larga scala effettuati quotidianamente. 
L’estrazione del DNA da sabbia sterile e terreno sterile 
inoculati artificialmente con 1, 10 e 100 microsclerozi e da 
terreno naturalmente infetto (13 campioni), non ha mostrato 
DNA visibile una volta effettuato il gel test utilizzando il 
marker Fago ƛ. Abbiamo tuttavia sottoposto i campioni a 
reazione di PCR. 
Questo è senz’altro dovuto alla piccolissima quantità di 
DNA presenti, non visibile su un normale gel di agarosio 
colorato con GelRed (Biotium), sotto i raggi UV. 
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4.7 Amplificazione del DNA ottenuto dalle varie matrici 
Regione ITS 
Abbiamo amplificato la regione ITS di V. dahliae (circa 
550 bp) per verificare se l’estrazione del DNA fosse stata 
eseguita correttamente. Siamo partiti dai 7 campioni iniziali: 
• campione estratto da sabbia sterile con aggiunta di 200 
microsclerozi; 
• 3 campioni estratti da sabbia sterile con l’aggiunta di 1, 10, 
100 microsclerozi; 
• 3 campioni estratti da terreno sterile con l’aggiunta di 1, 10, 
100 microsclerozi. 
Di seguito si riportano i risultati relativi alla 
amplificazione della regione ITS dei campioni (figura 20). 
  
Fig.20 - Gel elettroforesi dei prodotti di PCR della regione ITS 
dai vari campioni. 
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estratti da sabbia e terreno sterili abbiamo ottenuto prodotti di 
amplificazione solo nel caso di 10 e 100 microsclerozi. 
Questo significa che abbiamo subito perdite di DNA durante 
le estrazioni da sabbia sterile e da terreno sterile di 1 
microsclerozio oppure che il metodo non è abbastanza 
sensibile per rilevare il DNA di un singolo microsclerozio. 
Questi risultati sono in accordo con quanto documentato 
da Pérez-Artés e Mercado-Blanco (2005) i quali hanno 
rilevato una soglia di rilevamento di 10 o più microsclerozi 
per grammo di suolo. Inoltre essi sostengono che questo 
potrebbe essere considerato un buon livello di sensibilità 
perché la densità di inoculo di V. dahliae necessaria a 
sviluppare sintomi della malattia su colture di cotone e olivo 
nel sud della Spagna, varia tra 1 e 130 microsclerozi per 
grammo di suolo (Bejarano et al., 1995 e 1996). 
A fianco e sopra le fotografie 
dei tre gel di elettroforesi 
relativi alle reazioni di PCR 
dei primi campioni di DNA 
estratti. 
Nella prima corsia è sempre 
presente il marker 100 bp 
DNA ladder (Promega) e di 
seguito i vari campioni come 
da didascalie. 
Possiamo notare un prodotto 
di PCR della regione ITS ben 
definito nel caso 
dell’estrazione di prova da 
sabbia sterile di 200 
microsclerozi. Per quanto 
riguarda invece i campioni  
 
Segue Fig.20 
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Regione IGS totale 
Una volta visti i risultati delle sequenze ITS amplificate e 
verificata quindi la presenza di DNA nei campioni estratti 
abbiamo proseguito le analisi amplificando la sequenza IGS 
(circa 1700/2000 bp) che contiene al suo interno segmenti 
specifici per il genere Verticillium e per la specie V. dahliae. 
Per quanto riguarda l’amplificazione della sequenza IGS 
abbiamo utilizzato i seguenti campioni di DNA per testare 
ciclo e primer: 
• campione estratto da sabbia sterile con aggiunta di 200 
microsclerozi; 
• 2 campioni estratti da sabbia sterile con l’aggiunta di 10 e 
100 microsclerozi; 
• 2 campioni estratti da terreno sterile con l’aggiunta di 10 e 
100 microsclerozi; 
• DNA genomico dell’isolato 10355 di V. dahliae. 
Si riportano di seguito i risultati relativi 
all’amplificazione della regione IGS dei vari campioni (figura 
21). 
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Fig.21 - Gel elettroforesi 
dei prodotti di PCR della 
regione IGS. 
 
Nella figura 21 possiamo 
osservare le fotografie 
dei tre gel di elettroforesi 
relativi alle reazioni di 
PCR delle sequenze IGS 
da sabbia sterile, terreno 
sterile e dai 13 terreni 
naturali.  
Nella corsia numero 1 è 
sempre presente il 
marker 1 kb DNA ladder 
(Promega) e di seguito i 
vari campioni come da 
didascalie. 
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Possiamo notare prodotti di PCR della regione IGS ben 
definiti in tutti i campioni inoculati artificialmente e nel 
campione di riferimento relativo al DNA dell’isolato 10355 di 
V. dahliae. 
Per quanto riguarda i terreni naturalmente infetti 
abbiamo osservato amplificato in tutti campioni (ad eccezione 
di CL1 e B) con variazioni del prodotto di amplificazione 
dovute al fatto di avere amplificato, molto probabilmente, 
regioni IGS di diversi organismi e alle differenze intra-
generiche in Verticillium. 
Alcuni studi sulla eterogeneità della regione IGS in 
Verticillium hanno infatti evidenziato che esistono notevoli 
differenze nei prodotti amplificati della regione IGS 
conseguente frammenti variabili 1,6-2,0 kb. 
In base al polimorfismo di lunghezza della regione IGS 
la maggior parte degli isolati Verticillium sono classificati in 
due gruppi con dimensioni dei prodotti PCR di 1,6 e 1,7 kb. 
rispettivamente. L'unica eccezione è V. longisporum con il più 
grande amplicone IGS pari a 2027 bp.  
I confronti delle sequenza IGS ottenuti da V. dahliae (1,7 
kb), V. alboatrum (1,7 kb) e V. longisporum (2,0 kb) mostrano 
chiaramente una differenza di 50/320 bp che provoca tale 
eterogeneità (Pramateftaki et al., 2000). 
 
Regione IGS parziale specifica per il genere Verticillium 
Abbiamo dapprima amplificato la sequenza IGS parziale 
genere-specifica per Verticillium e specie-specifica per V. 
dahliae partendo dal DNA genomico dell’isolato 10355 di V. 
dahliae per testare le relative coppie di primer sia con 1 che 
con 2 µl di DNA . 
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La coppia di primers 
Ver2/Ver3 è genere-specifica 
per Verticillium e genera un 
frammento di 339 bp, la coppia 
di primers Vd7b/Vd10 è specie-
specifica per V. dahliae e 
genera un frammento di 139 bp  
(Yosra, 2012). 
Una volta verificata la 
bontà dei primer e del relativo 
ciclo (figura 22) siamo passati 
alla prova finale, ovvero 
l’amplificazione delle sequenze 
relative ai primer genere-
specifici Ver2/Ver3 per i 
seguenti campioni: 
• 18 campioni di IGS completo 
amplificati da DNA estratto 
da 5 campioni di terreno 
inoculati artificialmente più 
13 naturali potenzialmente 
infetti (Nested PCR) (figure 
23, 24 e 25);                      
• 1 campione di DNA estratto da sabbia sterile con aggiunta 
di 200 microsclerozi più 4 campioni di DNA estratti da 
sabbia e terreno sterile con l’aggiunta di 10 e 100 
microsclerozi (PCR diretta) (figura 26);                     
• 9 campioni di DNA estratti da terreni naturali 
potenzialmente infetti (PCR diretta) (figura 27).             
          
 
 
 
Fig.22 - Gel elettroforesi dei 
prodotti di PCR ottenuti con le 
coppie di primer Ver2/Ver3 
(genere-specifica) e Vd7b/Vd10 
(specie specifica) utilizzando il 
DNA dell’isolato di V. dahliae 
10355. 
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Fig.27 Fig.26 
Fig.23                      Fig.24                      Fig.25                    
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E’ riportato in letteratura (Faggian et al., 1999; García-
Pedrajas et al., 1999; Cullen et al., 2002; Lees et al., 2002) 
che l’amplificazione del DNA estratto direttamente da 
campioni di suolo richiede una doppia PCR (nested) per la 
produzione di bande di DNA visibili chiaramente. Questo 
probabilmente è dovuto alla presenza di inibitori nell'estratto 
da suolo piuttosto che alla bassa concentrazione di DNA 
stampo.  
Tale ipotesi è supportata anche da risultati ottenuti con 
campioni di DNA estratti da suolo artificiale e naturale con 
l’aggiunta della stessa quantità di DNA purificato. La 
mancanza di amplificazione dopo la prima fase della nested 
PCR utilizzando i campioni estratti dal terreno naturale indica 
che i componenti di tale terreno influenzano l'efficienza 
dell’estrazione e/o dell’amplificazione del DNA stampo 
(Pérez-Artés e Mercado-Blanco, 2005). 
Amplificazioni mediante PCR utilizzando estratti da 
terreni naturali inoculati artificialmente non hanno mai 
amplificato il DNA stampo dopo la prima fase di 
amplificazione, a prescindere dalla densità di inoculo del 
patogeno (10-105 microsclerozi per grammo di suolo). Solo 
dopo una seconda fase di amplificazione è stato osservata il 
frammento di DNA specifico (Pérez-Artés e Mercado-Blanco, 
2005). 
La procedura da noi messa a punto ha invece mostrato la 
capacità di amplificare bande ben definite anche a partire dal 
DNA totale estratto da terreno senza richiedere quindi una 
seconda fase di PCR come descritto in letteratura. Siamo 
quindi riusciti a semplificare e velocizzare la procedura di 
identificazione di V. dahliae nel terreno. 
In figura 25 (Nested PCR) e figura 27 (PCR diretta) 
possiamo notare la corrispondenza dei risultati tra le due 
tecniche. In particolare possiamo osservare che nei campioni 
di terreno 5, 6 e C2 non è presente Verticillium. 
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Regione IGS parziale specifica per la specie V. dahliae 
La coppia di primers Vd7b/Vd10 è specie-specifica per 
V. dahliae e genera un frammento di 139 bp (Yosra, 2012). 
 
I campioni sottoposti a reazione di PCR, come nello step 
precedente sono stati: 
• 18 campioni di IGS completo amplificati da DNA estratto 
da 5 campioni di terreno inoculati artificialmente più 13 
naturali potenzialmente infetti (Nested PCR) (figure 28, 29 e 
30); 
• 1 campione di DNA estratto da sabbia sterile con aggiunta 
di 200 microsclerozi più 4 campioni di DNA estratti da 
sabbia e terreno sterile con l’aggiunta di 10 e 100 
microsclerozi (PCR diretta) (figura 31);                     
• 9 campioni di DNA estratti da terreni naturali 
potenzialmente infetti (PCR diretta) (figura 32).    
 
Come per l’amplificazione della regione genere-specifica 
coi primer Ver2/Ver3, quella della regione specie-specifica coi 
primer Vd7b/Vd10 ha dato buoni risultati senza richiedere la 
nested PCR. 
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  Fig.31                                            Fig.32 
Fig.28                        Fig.29                        Fig.30 
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La procedura da noi messa a punto ha mostrato bande 
ben definite anche a partire dal DNA totale estratto da terreno 
senza richiedere una seconda fase di PCR (Nested PCR) come 
descritto in letteratura. Siamo quindi riusciti a semplificare e 
velocizzare la procedura di detection di V. dahliae nel terreno. 
In figura 30 (Nested PCR) e figura 32 (PCR diretta) 
possiamo notare la corrispondenza dei risultati tra le due 
tecniche. In particolare possiamo osservare che nei campioni 
di terreno 5, 6 e C2 non è presente Verticillium dahliae. 
 
 
4.8 Purificazione e sequenziamento della regione ITS 
Abbiamo eseguito la purificazione e il sequenziamento 
dei 5 amplificati della regione ITS di V. dahliae provenienti 
dai campioni di DNA estratti da sabbia sterili con aggiunta di 
200 microsclerozi, sabbia sterile con aggiunta di 10 e 100 
microsclerozi e terreno sterile con aggiunta di 10 e 100 
microsclerozi. 
La concentrazione dei nostri campioni di DNA purificati 
è risultata di circa 1 ng µl-1 (figura 33) ed abbiamo quindi 
inviato 20 µl di ciascuno dei 5 campioni aggiungendo 1,5 µl di 
primer. 
 La concentrazione del DNA è stata rilevata attraverso il 
test di elettroforesi comparativo con il marker specifico Mass 
Ruler Low Range DNA ladder (Fermentas). 
Possiamo notare in figura 33 che le bande prodotte dai 
campioni 1-5 corrispondono come intensità alle prime due 
bande dal basso del marker. Poiché abbiamo usato 1 µl di 
marker ne consegue che tali bande contengono circa 1/1,25 ng 
di DNA. 
Sapendo che la sequenza ITS ha una lunghezza variabile 
fra le 500 e 700 bp e che per il sequenziamento la quantità di 
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DNA deve essere pari a 2/4 ng ogni 100 bp ne consegue che la 
quantità da inviare è di circa 20 ng.  
I campioni così preparati vengono muniti del loro codice 
di identificazione fornitoci dalla ditta, essiccati a 65°C per 
circa 20 min ed infine inviati per il sequenziamento (Bmr-
Genomics - Padova). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.33 - Quantificazione dei campioni di DNA purificati. 
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4.9 Schema del metodo di diagnosi  
Lo schema sotto riportato illustra sinteticamente la 
metodologia di diagnosi di V. dahliae nel terreno da noi messa 
a punto. 
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I singoli passaggi illustrati nel grafico sono: 
• setacciatura del terreno con filtro con maglia da 0,8 mm; 
• pesatura di 6,66 g di terreno e aggiunta di 3,3 g di sabbia 
sterile; 
• pestellatura nel mortaio per 15 minuti con 3 ml di 
soluzione di latte scremato in polvere al 3,2%; 
• trasferimento in falcon da 50 ml e aggiunta di 23,6 ml di 
soluzione di latte scremato; 
• centrifuga a 12000 rpm per 10 minuti; 
• prelievo surnatante e aggiunta SDS fino a 20 mg l-1; 
• bagnomaria a 65°C per 40 minuti; 
• centrifuga a 6000 rpm per 10 minuti; 
• prelievo surnatante e aggiunta NaCl fino a 1,4 M e CTAB 
1/10 in volume; 
• bagnomaria a 65°C per 10 minuti; 
• centrifuga a 12000 rpm per 10 minuti; 
• prelievo surnatante e trasferimento in eppendorf; 
• precipitazione del DNA in EtOH 95 e 70%; 
• asciugatura in campana a vuoto per 40 minuti; 
• sospensione del DNA in acqua nuclease-free; 
• reazione di PCR; 
• corsa elettroforetica e analisi gel. 
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Tale processo diagnostico si è rivelato semplice, 
affidabile e innovativo, in quanto: 
• è stata eliminata la macinatura del campione con azoto 
liquido; 
• è stato sostituito, nella fase di estrazione del DNA, il 
fenolo con il CTAB;  
• è stata eliminata la fase di nested-PCR. 
    
La metodologia è inoltre piuttosto economica e rapida in 
quanto non richiede particolari e specifici prodotti chimici né 
strumentazioni sofisticate ma solamente quelli/e di routine che 
sono comunemente presenti in un laboratorio biomolecolare e 
si ottengono risposte in tempi molto rapidi (24-48 ore).  
E’ necessario ricordare che la disponibilità di un 
protocollo molecolare di diagnosi di V. dahliae dal suolo potrà 
essere utilmente impiegato nei laboratori accreditati presso la 
Regione Toscana, come quello in cui è stato sviluppato, per 
far fronte alle numerose richieste avanzate da Enti pubblici e 
privati. 
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